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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové buniky (MSC) maji multipotentni diferenciacni potencial a
mohou regulovat reaktivitu imunitniho systému. Nejcastéji jsou izolovany a kultivovany
Z kostni dfené, tukové tkané ¢i z pupeCniku. Diky kombinaci imunomodulacnich a
regeneraCnich vlastnosti pfedstavuji MSC moznou alternativu pro vyuziti v 1écbe
nékterych zavaznych onemocnéni veetné amyotrofické lateralni sklerézy (ALS). Cilem
této prace je srovnani MSC od pacientti s ALS a zdravych darcti z hlediska fenotypovych,
proliferacnich a pfedev§im imunomodulacnich vlastnosti. Posouzeni pifipadného vlivu
onemocnéni na vlastnosti MSC je dllezité pro jejich autologni vyuziti Vv klinickych
studiich. V této praci byly testovany MSC izolované z kostni dfen¢ 14 pacientl S ALS a
v kontrolni skupin¢ 15 pacienti podstupujicich prevazné ortopedické operace.
V pokusech byly rovnéz pouzity MSC stimulované po dobu 24 hodin prozanétlivymi
cytokiny, které ptisobi pfi rozvoji ALS. Buiky byly porovnavany z hlediska fenotypu,
schopnosti diferenciace v adipocyty a osteoblasty, metabolické aktivity, exprese genti pro
vybrané imunomodula¢ni molekuly a schopnosti inhibice proliferace lymfocyti. Dalsi
experimenty byly zaméfeny na hodnoceni imunomodulac¢nich schopnosti MSC, pti¢emz
byl pomoci pritokové cytometrie, real-time PCR a ELISA sledovan jejich vliv na
mononukledrni  bunky periferni krve stimulované lipopolysacharidem nebo
fytohemaglutininem. MSC z ALS i kontrolni skupiny vykazovaly standardni fenotyp,
metabolickou aktivitu i schopnost diferenciace. MSC z ALS skupiny reagovaly odli$n¢ na
plsobeni prozanétlivych cytokinli a v porovnani s kontrolni skupinou produkovaly méné
rastového faktoru hepatocytli, vykazovaly niz§i schopnost potlaCovat aktivaci
cytotoxickych T lymfocytii a zvySovat procento regula¢nich T lymfocytt. Naproti tomu
vice potlacovaly produkci faktoru nekrotizujiciho nadory-a a exprimovaly vyssi hladiny

genu pro interleukin-6 ve srovnani s kontrolni skupinou.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové buiiky, imunomodulace, neurodegenerativni
onemocnéni, amyotroficka lateralni sklerdza, autologni bunécna terapie, zanét nervové

tkané



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) possess a multilineage differentiation potential and have
the ability to regulate reactivity of the immune system. They are usually isolated and
expanded from the bone marrow, adipose tissue or umbilical cord. MSC represent
promising cell population for the treatment of some severe diseases, such as amyotrofic
lateral sclerosis (ALS), due to the combination of regenerative and immunomodulatory
properties. The aim of this study is to compare MSC from ALS patients and healthy
donors in their phenotype, proliferative activity and mainly their immunomodulatory
properties. The assessment of impact of the disease on the properties of MSC is important
for their autologous use in clinical trials. In this study we used MSC isolated from bone
marrow of 14 ALS patients and 15 patients undergoing mostly orthopedic surgery as
control group. We also used MSC stimulated for 24 hours by poinflammatory cytokines.
Cells were compared in terms of immunophenotype, differentiation in adipocytes and
osteoblasts, metabolic activity, expression of selected genes for immunomodulatory
molecules and for inhibition of lymphocyte proliferation. Further experiments were
focused on evaluation of immunomodulatory properties of MSC. The effect of MSC on
peripheral blood mononuclear cells stimulated with either phytohemagglutinin or
lipopolysaccharide was assessed by flow cytometry, real-time PCR and ELISA. MSC
from ALS and control group showed standard phenotype, methabolic activity and
differentiation potential. MSC from ALS and control group also comparably inhibited
lymphocyte proliferation and activation in a dose-dependent manner. MSC in ALS group
responded differently to stimulation by proinflammatory cytokines and produced less
hepatocyte growth factor, had lower ability to inhibit cytotoxic T lymphocyte activation
and increase percentage of regulatory T lymphoctyes. On the other hand they exerted
higher ability to inhibit production of tumor necrosis factor-a and expressed higher levels

of gene for interleukin 6 in comprarison with MSC in control group.

Key words: mesenchymal stem cells, immunomodulation, neurodegenerative diseases,

amyotrophic lateral sclerosis, autologous cell therapy, neuroinflammation
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vaskularni endotelovy rustovy faktor (vascular endothelial growth factor)



1. Uvod

Mezenchymalni kmenové bunky (MSC, mesenchymal stem cells) jsou multipotentni
buniky, nachéazejici se témét ve vSech tkanich organismu. Nejcastéji jsou MSC
ziskavany z kostni diené, tukové tkan¢ ¢&i pupecniku. MSC mohou diferencovat v
mnoha bunécnych typll a produkuji fadu ristovych faktorii, pfispivajicich k obnové
tkani a udrzovani jejich homeostazy. MSC mohou také ovliviiovat pribéh imunitnich
reakci produkci riznych imunomodulacnich faktorti, expresi mnoha povrchovych
molekul ucastnicich se imunitnich interakci a také diky jejich schopnosti migrovat do
mista poSkozeni. Svym ptiisobenim mohou regulovat aktivaci a proliferaci ptirozenych i
adaptivnich slozek imunity a zpravidla navozuji tolerogenni a protizanétlivé prostiedi.
Vzhledem K jejich imunomodula¢nimu a regenerativnimu ptsobeni Se v souc¢asné dobé
uvazuje o klinickém vyuziti MSC v regenerativni medicing, v terapii nékterych
autoimunitnich onemocnéni nebo pro potlaceni nezadoucich reakei pii transplantacich.

Jednim z mozZnych terapeutickych vyuziti MSC je 1écba amyotrofické lateralni
skler6zy (ALS), zavazného, rychle progredujiciho neurodegenerativniho onemocnéni,
pii kterém dochdzi k selektivnimu odumirdni motoneuronli. Progresivni ztrita
pohyblivosti a rozvoj bulbarniho syndromu vede béhem 2-5 let k umrti pacientd
obvykle v diasledku respiraéniho selhani. Vyuziti MSC v 1écbé pacienti s ALS
pfedstavuje nastroj pro mozné zpomaleni progrese onemocnéni a zmirnéni jejich
ptiznaktl. V soucasné dobé probiha ve svété neékolik desitek klinickych studii testujicich
vyuziti kmenovych buné€k v terapii tohoto doposud nevylécitelného onemocnéni. U
nékterych imunologicky podminénych onemocnéni jako je systémova sklerodermie
nebo roztrousena skler6za byl popsan vliv onemocnéni na vlastnosti MSC. V piipadé
ALS, na jejimz rozvoji se také podili imunopatologické reakce, je tedy otazkou, zda
jsou MSC téchto pacientil ovlivnény ¢i nikoliv. Posouzeni mozného vlivu ALS na

vlastnosti MSC je klicové pro jejich autologni pouziti v terapii.



2. Cile prace

Za ucelem zpomaleni progrese ALS se v klinickych studiich testuje poddni MSC,
které jsou ve vétSin¢ pripadi autologniho plvodu. U nékterych imunologicky
podminénych onemocnéni, jako diabetes ¢i roztrouSena sklerdza, byl popsan vliv
onemocnéni na vlastnosti MSC. Podobné jsou zapojeny imunitni mechanismy i
v patogenezi ALS a posouzeni vlivu onemocnéni na imunomodula¢ni vlastnosti MSC
mize tudiz ptfinést cenné informace pro jejich vyuziti v terapii.

Protoze exprese nékterych imunomodula¢nich molekul MSC je inducibilni a 1ze ji
navodit pisobenim nékterych prozanétlivych cytokinli, bylo jednim z cili této prace
zjistit, jak vybrané prozanétlivé cytokiny - interferon-y (IFN-y), faktor nekrotizujici
nadory-o. (TNF-a, tumor necrosis factor) a interleukin 6 (IL-6), které jsou klicové pii
imunopatologickych reakcich u pacienti s ALS, ovlivni imunomodulaéni vlastnosti
MSC.

Dalsim cilem bylo charakterizovat MSC od pacienti s ALS a zdravych darca
z hlediska metabolické aktivity, diferencia¢niho potencialu a exprese genti pro vybrané
imunomodula¢ni molekuly.

Hlavnim cilem bylo porovnat imunomodula¢ni schopnosti MSC od pacientti s ALS
a zdravych darci z hlediska pisobeni na bunky piirozené imunity a dale ptisobeni na
burky adaptivni imunity, véetné aktivace cytotoxickych T (Tc¢) lymfocyti a pomocnych
T (Th, helper T cells) lymfocyt a vlivu na populace Thl, Th2, Thl7 a regula¢nich T
(Treg) lymfocytu.



Literarni prehled

3. Mezenchymalni kmenové bunky

MSC patii mezi multipotentni kmenové bunky, které mizeme izolovat z celé fady
tkani organismu. NejCastéji se ziskavaji z kostni dfené, tukové tkdné ¢i z pupecniku.
MSC mohou za urcitych podminek diferencovat v builky tkani mezenchymadlniho
puvodu, jako je tukova tkan, kost, chrupavka, $lacha nebo hladka svalovina (Jacobs et
al. 2013). Dale byla prokazana i schopnost transdiferenciace v bunky pochazejici z
jinych zarodeénych listt, jako napiiklad neurony (Jeong et al. 2013; Joe et al. 2015),
epitelialni bunky (Wang et al. 2014; Gao et al. 2015), hepatocyty (Zheng et al. 2015) ¢i
buriky produkujici insulin (Jafarian et al. 2014) a mnoho dalSich.

MSC nemaji jedine¢ny identifikacni znak, proto jsou charakterizovany na zaklad¢
exprese nékolika pozitivnich a negativnich znaki a dalSich kli¢ovych vlastnosti. Podle
Mezinarodni spole¢nosti pro bunécnou terapii (Dominici et al. 2006) musi MSC

spliiovat pfedevsim tfi zakladni parametry:

e Adherence k plastu (za standartnich kultivaénich podminek)

e Exprese specifickych povrchovych znakl (= 95 % bun&cné populace musi
exprimovat CD (cluster of differentiation) 105, CD73 a CD90 a zaroven
<2 % bunécné populace mize exprimovat CD45, CD34, CD14 nebo
CD11b, CD79a nebo CD19 a lidsky leukocytarni antigen (HLA, human
leukocyte antigen) II. t¥idy

e Multipotentni diferencia¢ni potencial (schopnost diferencovat v osteoblasty,

adipocyty a chondroblasty in vitro)

3.1. Imunomodulac¢ni vlastnosti MSC

Dulezitou vlastnosti MSC je jejich schopnost tlumit zanétlivou odpovéd a
ovliviovat reaktivitu bun¢k imunitniho systému. Tyto buiiky maji schopnost ovliviiovat
reakce pfirozenych i adaptivnich slozek imunity. Na imunitni systém mohou puisobit
jednak produkci celé fady imunoregulacnich molekul, cytokind, chemokint C¢i
rustovych faktord, ale také prostiednictvim piimého kontaktu mezi buiikami (English
2012).

MSC piimym mezibunéénym kontaktem naptiklad indukuji apoptozu T lymfocyti
vazbou PD-L1 (programmed death ligand 1) na PD1 molekulu lymfocytt (Yan et al.



2014). Prostrednictvim kontaktu mezi bunkami také snizuji expresi HLA Il. tfidy a
nékterych kostimula¢nich molekul a produkci IL-12 u dendritickych bunék (DC,
dendritic cells) (Aggarwal et Pittenger 2005).

Mezi hlavni imunomodula¢ni molekuly exprimované MSC patii IL-6,
cyklooxygenaza-2 (COX-2) produkujici prostaglandin E, (PGE;), ristovy faktor
hepatocyti (HGF, hepatocyte growth factor), transformujici rustovy faktor-f (TGF,
transforming growth factor), indolamin-2,3-dioxygenaza (IDO), hemoxygenaza-1
(HO-1) nebo TNF-a stimulovany gen-6 protein (TSG-6). N¢které imunomodulacni
molekuly jsou produkovany MSC konstitutivng, jiné pouze po stimulaci prozanétlivymi
faktory — nejcastéji IFN-y, TNF-a nebo IL-1p (Krampera et al. 2006).

Krampera et al. (2006) ve své studii pozorovali vliv IFN-y produkovaného
aktivovanymi Th lymfocyty a pfirozenymi zabije¢i (NK, natural Kkillers) na
imunosupresivni u¢inky MSC. Ukdzali, Ze pod vlivem IFN-y dochazi k ucinnéjSimu
potlaceni proliferace riznych populaci Th lymfocytd, NK bunék i Tc lymfocytu a ze
tyto ucinky nejsou zavislé na pifimém kontaktu mezi bunikami. Ddéle zjistili, Ze
supresivni u¢inky MSC in vitro bylo mozné vyvolat pouze pii piidani MSC do
leukocytarni kultury jiz v prvnich dnech kultivace, coz ukazuje na dulezitost interakce
mezi MSC a cilovymi buiikami jiz v ¢asnych fazich imunitni reakce. Mediatorem
suprese proliferace lymfocyti byla vtomto piipadé ziejmé IDO, jejiz produkci lze
indukovat u MSC pusobenim IFN-y, a ktera metabolizuje tryptofan, coz je esencialni
aminokyselina pro proliferaci lymfocytu.

Imunomodulaéni vlastnosti MSC mohou byt také vyznamné ovlivnény stimulaci
pfes riizné povrchové receptory. MSC exprimuji povrchové i intracelularni PRRs
(pattern recognition receptors), pfi¢emz signalni kaskady spousténé pies tyto receptory
jsou rozhodujici pro povahu imunomodulacniho pusobeni MSC. Bylo popsano, ze
stimulace pifes TLR4 (TLR, Toll like receptor) vyvolava u MSC prozanétlivy fenotyp,
fenotyp a expresi IDO, IL-4 a COX-2 (Waterman et al. 2010).

Na zakladé schopnosti MSC reagovat na prostfedi, ve kterém se nachazeji, byl
navrzen model polarizace MSC analogicky k M1/M2 makrofagiim. Pro terapeutické
vyuziti MSC je nutné tuto skutecnost zvazit pii aplikaci a pfizplisobit nacasovani

-----

al. 2010).



3.1.1.Imunogenicita MSC

MSC vykazuji nizkou imunogenicitu pfi alogennim pouziti nezavisle na shod¢ v
HLA. MSC exprimuji stiedni hodnoty HLA 1. tfidy a v klidovém stavu neexprimuji
HLA Il. tfidy. Pfi stimulaci pomoci nizké koncentrace IFN-y dochazi k aktivaci MSC,
vedouci ke zvySeni exprese HLA 1. tfidy, k navozeni exprese HLA II. tfidy a adhezivni
molekuly ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), ¢imz se zMSC stavaji
neprofesionalni antigen prezentujici bunky (APC, antigen presenting cells). MSC
nevyvolavaji imunitni reakci ani v aktivovaném stavu, coz mize byt zptisobeno absenci
exprese kostimula¢nich molekul CD80, CD86 ¢i CD40 a nékterych adhezivnich
molekul, naptiklad LFA-3 (lymphocyte function-associated antigen 3). Z tohoto divodu
nefunguji MSC jako u¢inné APC ani po stimulaci prozanétlivymi faktory a spise
navozuji tolerogenni prostedi (Chan et al. 2006; Tse et al. 2003).

MSC dale vyvolavaji anergii u CD4" T lymfocyttl, v jejimZ navozeni je vyznamna
signalizace ptes HLA 1I. tfidy a absence kostimula¢nich signald u MSC. Supresivni
u¢inky MSC na leukocyty jsou z vétSi casti zprostiedkovany produkovanymi
molekulami, ale U¢innost imunomodulace se zvySuje pii piimém mezibunécném
kontaktu. Je tedy pravdépodobné, Ze je pro maximalni supresivni efekt MSC nezbytny i
mezibun&cny kontakt, souvisejici s expresi fady povrchovych molekul, naptiklad HLA

I1. tfidy a soucasnou absenci kostimulaénich molekul (Batten et al. 2006).

3.1.2.Molekuly ucastnici se imunomodulac¢niho ptisobeni MSC

MSC produkuji nékteré imunomodulaéni molekuly konstitutivng, u jinych je nutno
jejich produkci indukovat pisobenim cytokint, zejména IFN-y, TNF-a nebo IL-1B
(Krampera et al. 2006; Liu et al. 2012). Pusobeni MSC uzce souvisi s prostfedim, ve

-----

Indolamin-2,3-dioxygenaza (IDO)

IDO je enzym shemovym centrem, ktery metabolizuje tryptofan na
N-formylkinurenin. Pro proliferaci lymfocyti je nezbytné dostatecné mnozstvi
tryptofanu. Pisobenim IDO muze dojit k vyCerpani tryptofanu z prostiedi a k inhibici
proliferace lymfocytd, coz miize mit zasadni vliv na pribéh imunitni reakce. Produkce
IDO u MSC je inducibilni a lze ji navodit naptiklad ptisobenim IFN-y (Francois et al.
2012).

Pusobeni IDO ovlivituje celou fadu imunitnich mechanismi. Vedle potlaceni

w1
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fenotypem a Treg lymfocyti ovlivnénim DC (Frangois et al. 2012), potlacuje
diferenciaci Th17 lymfocytu (Tatara et al. 2011) a inhibuje proliferaci NK bun¢k, pro
které je tryptofan také esencialni aminokyselinou. Soucasn¢ s TGF-f a PGE; inhibuje
aktivaci CD8" T lymfocytt (Li et al. 2014).

Prostaglandin E2 (PGE-:)

PGE; je metabolit kyseliny arachidonové, ktery vznika aktivitou enzymt COX-1,
COX-2 a prostaglandin syntdzy. Tento enzym je syntetizovan MSC konstitutivné a jeho
produkci Ize zvysit stimulaci pomoci TNF-o nebo IFN-y (Aggarwal et Pittenger 2005).
PGE; potlacuje proliferaci T lymfocytd a NK bungk, pii¢emz inhibuje diferenciaci
myeloidnich DC (mDC) (Spaggiari et al. 2009), podili se také na supresi Thl7

lymfocytt (Tatara et al. 2011) a ovliviiuje i celou fadu dalSich imunitnich reakeci.

Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 je povazovan za jeden z hlavnich prozanétlivych cytokint. Jeho plisobeni vSak
muze byt do zna¢né miry pleiotropni, mize spoustét odliSné signalizacni drahy a
ovliviiovat fadu nejen imunitnich procestu. V kombinaci s IL-1 a TNF-a spousti sekreci
proteinti akutni faze, indukuje expresi adhezivnich molekul, aktivaci neutrofild a
makrofagl, coz vede k rozvoji zanétu. Ve spojeni s IL-4 naopak piispiva k rozvoji Th2
odpovédi (Scheller et al. 2011). IL-6 je také dulezity pro stimulaci B lymfocytd a
naslednou produkci protilatek. V regulaci vyvoje Th17 lymfocytd ma IL-6 dualni roli.
V kombinaci s TGF-B indukuje vyvoj Th17 bun¢k (Bettelli et al. 2006), zaroven ale
samotny podporuje vyvoj CD8"Foxp3® (forkhead box p3) bunék, které vyvoj Th17
odpovédi ukazuji in vivo testy na mySim modelu s deficitem IL-6, kde byla zjisténa
zvySena tvorba prozanétlivych cytokind (Xing et al. 1998).

MSC produkuji IL-6 konstitutivneé, jeho produkci lze ale zvysit ovlivnénim
prozanétlivymi cytokiny (Romieu-Mourez et al. 2009). IL-6 pisobi na MSC také
autokrinn¢ a indukuje u nich produkci IL-10. MSC mohou inhibovat diferenciaci
monocyti do DC bud ptimo sekreci IL-6 nebo zprostfedkované autokrinné
stimulovanou produkci IL-10. Dale mohou MSC produkei IL-10 podporovat vyvoj Treg
lymfocytl, které dale ptispivaji k indukci tolerogennich DC a potlaceni schopnosti DC
prezentovat antigen (Djouad et al. 2007).



Transformujici riistovy faktor beta (TGF-f3)

TGF-B je soucasti superrodiny dimernich polypeptidovych ristovych faktort,
piicemz u savcli rozliSujeme 3 izoformy, které maji rtizné funkce v zavislosti na
produkovanych imunomodulac¢nich cytokini u MSC. M4 pleiotropni u¢inky nejen na
buniky imunitniho systému zahrnujici regulaci proliferace, diferenciace, migrace,
apoptozy, hojeni ¢i angiogeneze (Li et al. 2006).

V imunitnim systému ovliviiuje rozvoj zanétlivé odpovédi a navozeni a udrzovani
tolerance ovlivnénim proliferace, diferenciace, aktivace a piezivani leukocytl. Jednim
Z mechanismu antiproliferativnich ucinkti TGF-B je blokace produkce IL-2, hlavniho
rastového faktoru T lymfocyti (McKarns et al. 2004). Mezi jeho dalsi funkce patii
podpora vyvoje Treg lymfocytli a utlumeni reaktivity NK bunék, B lymfocytt, DC
a makrofagn (Yoshimura et Muto 2011).

TGF-B je konstitutivné sekretovan MSC a je ziejm¢ jednou z hlavnich
efektorovych molekul zapojenych v jejich imunomodulaé¢nim pusobeni MSC. V praci
Di Nicola et al. (2002) byla popsana role TGF-B produkovaného MSC v inhibici
proliferace T lymfocytt, ktera byla potlacena pridanim anti-TGF-B protilatky.

Ristovy faktor hepatocyti (HGF)

HGF ovliviiuje rast a migraci zejména endotelidlnich a epitelialnich bunék a dale
angiogenezi a pusobi také na celou fadu bun€k imunitniho syst¢ému. HGF je MSC
produkovan konstitutivné a jeho produkci 1ze u MSC navysit piisobenim prozéanétlivého
prostfedi. Zptisobuje inhibici proliferace anti-CD3/CD28 stimulovanych T lymfocytu.
Pro inhibici lymfocyti stimulovanych fytohemaglutininem (PHA, phytohemagglutinin)
je nezbytné ptisobeni HGF na monocyty ptes receptor c-Met. Signalizace ptes c-Met
navozuje u monocytd imunomodulacni fenotyp, vyznacujici se vysokou produkei IL-10.
Vlivem IL-10 dochazi u CD4" lymfocyti stimulovanych PHA ke snizeni produkce
IFN-vy, posileni produkce IL-4 a k posunu rovnovahy od Thl k Th2 typu odpovédi
(Chen et al. 2014).

TNF-a stimulovany gen-6 protein (TSG-6)

MSC, ale jeho produkci lze vyznamné zvysit pisobenim prozanétlivych cytokinl
TNF-o a IL-1 (Wisniewski et al. 1997). Na rozdil od vétSiny vySe zminénych molekul
muze pusobit na del§i vzdalenosti bez nutnosti migrace MSC do mista poSkozeni.
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Jednim z mechanismt jeho ptsobeni je inhibice vycestovani neutrofilii do mista zanétu
a eliminace poskozeni v disledku jejich aktivity. U makrofagi blokuje vazbou na CD44
drahu TLR2/NF-xB, a tim i produkci prozanétlivych mediatort, ovliviiujicich
uvoliiovani chemotaktickych molekul okolnimi buiikami. To vede ke sniZeni infiltrace
neutrofilt a cirkulujicich makrofagli do mista poskozeni a k inhibici zanétu (Choi et al.
2011).

Pravdépodobné pravé v disledku systémového ptisobeni TSG-6 byl pozorovan
al. 2014), poskozeni rohovky (J. Y. Oh et al. 2010), otfesu mozku (Watanabe et al.
2011), diabetu I. typu (Kota et al. 2013) a to i pies to, ze MSC nebyly ptitomné v misté

poskozeni, ale byly nalezeny pouze v plicich nebo dalsich organech.

3.1.3.VIliv MSC na bunky imunitniho systému

MSC mohou svymi imunomodula¢nimi vlastnostmi ovliviiovat témét vSechny
slozky pfirozené i adaptivni imunity (Obrazek 1). Produkuji celou fadu cytokint,
rustovych faktord a dalSich molekul a exprimuji mnoho povrchovych receptort
pusobicich nejen na buniky imunitniho systému. Jako reakci na okolni prostfedi MSC
zpravidla ovlivituji n€kolik sloZek imunity zaroven. MSC potlacuji imunitni reakce
ptimou interakci i zprostiedkované ovlivnénim profesionalnich APC (Batten et al.
2006).

MSC exprimuji celou fadu povrchovych receptorli, jejichZz prostiednictvim
ziskavaji komplexni informace o okolnim prostfedi. Na zaklad€ signalli z téchto

receptort, zejména TLR, dochazi k jejich polarizaci smérem k prozanétlivému nebo

ISR % P4

protizanétlivému fenotypu. MSC mohou ptisobit i na delsi vzdalenosti, ale
nejvyznamngj$ich imunomodula¢nich ucinkd bylo dosazeno pii kombinaci pfimého

kontaktu s cilovymi bunkami a ptisobeni produkovanych faktort (English 2012).
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Obrazek 1: Mechanismy pisobeni MSC na buiiky imunitniho systému. MSC mohou
interagovat s butikami piirozené (DC, NK bunky) i adaptivni (T lymfocyty) imunity. MSC
inhibuji sekreci TNF-a a podporuji produkci IL-10, coz mize ovliviiovat zrani a funkc¢ni

-----

prosttedi MSC inhibuji produkci IFN-y Thl a NK bunkami a podporuji produkci IL-4 Th2
buitkami, coz vede k posunu Th1/Th2 rovnovahy. Je pravdépodobné, ze na imunomodulaé¢nim
pasobeni MSC se podili mezibunéény kontakt i produkce solubilnich faktora. CCL,
chemokinovy ligand; MHC, hlavni histokompatibilni komplex; SDF, faktor odvozeny od
stromalnich bunék, TCR, T-bun&tny receptor. Pievzato z Aggarwal et Pittenger (2005) a
upraveno.
T lymfocyty

T lymfocyty jsou klicovou slozkou adaptivni imunity a jejich abnormalni aktivace
se podili na patogenezi cel¢ fady onemocnéni, pfiCemz jeji regulace miize vést ke
zmimnéni ¢1 potlaeni projevll takovychto onemocnéni. U naivnich lidskych
CD4" T lymfocyti mohou MSC indukovat anergii pomoci solubilnich inhibitorti nebo
po interakci pres HLA II. tridy s absenci kostimulacniho signalu (Batten et al. 2006;
Duffy et al. 2011).

U MSC byly in vitro prokazany schopnosti tlumit aktivaci a proliferaci lymfocytt
a také posouvat rovnovahu mezi populacemi CD4" T lymfocyth ve prospéch Th2
odpovédi a Treg lymfocytl na tikor Th1l a Th17 lymfocytl. Supresivni piisobeni MSC

muze byt pfimé, ¢i neptimo zprostiedkované ovlivnénim DC a produkce cytokinti, které
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jsou pro polarizaci T bunék klicové. MSC maji in vitro schopnost potlac¢ovat proliferaci
T lymfocyta, pficemz je tento inhibi¢ni efekt zprostiedkovan kombinaci produkce
TGF-p a HGF a pfimého mezibunééného kontaktu. Potla¢eni proliferace neni
dusledkem apoptozy T lymfocytt a vliv MSC na T lymfocyty je reverzibilni (Di Nicola
et al. 2002).

Existuje fada studii, které prokazaly, ze se Thl a Th17 lymfocyty Casto ucastni
patogeneze Vv neurodegenerativnich onemocnénich, u kterych dochazi k zanétlivému
poskozeni nervové tkan¢ (Gharibi et al. 2015). Aktivované T lymfocyty mohou
prochazet pres hematoencefalickou bariéru a puasobit pfimo na buiikky nervového
systému. V zavislosti na typu T lymfocytlii se u neurodegenerativnich onemocnéni
mohou podilet jak na neuroprotektivni, tak neurotoxické reakci v centralnim nervovém
systému (CNS). Produkce IL-10 Treg a Th2 bunikami je zdsadni pro tlumeni zanétlivé
reakce a navozeni tolerance v CNS, coz chrani nervové bunky pied odumiranim (Xin et
al. 2011). Pravé vliv MSC na aktivované periferni leukocyty i mikroglie v CNS by mohl

mit pozitivni vliv pfi [é€bé neurodegenerativnich onemocnéni.

Th1/Th2 lymfocyty

Hlavnim cytokinem determinujicim vyvoj Thl lymfocytd je IL-12, produkovany
zejména makrofagy a DC. Thl bunky se vyznacuji expresi transkripniho faktoru
T-BET (T-box transcription factor TBX21) produkuji predevsim IFN-y, ktery aktivuje
makrofagy, které sekreci prozanétlivych cytokini IL-1, TNF-a a dalsich podporuji
rozvoj lokalniho zanétu. Th2 lymfocyty se vyviji pod vlivem IL-4 produkovaného
zirnymi bunkami a bazofily a vyznacuji se expresi transkripéniho faktoru GATA-3
(GATA binding protein 3). Produkci IL-4 a IL-10 aktivuji Th2 lymfocyty maturaci

Ptitomnost MSC v kultufe T lymfocytt inhibuje produkci IFN-y a zvySuje hladiny
IL-4. Interakci s T lymfocyty posouvaji MSC rovnovahu smérem k Th2 typu odpovédi
a u naivnich T lymfocyti podporuji vyvoj smérem k Th2 a Treg lymfocytim (Aggarwal
et Pittenger 2005).

Th17/Treg lymfocyty

Pro Th17 lymfocyty je charakteristicka produkce IL-17 a dalSich prozanétlivych
cytokini. Vyznacuji se expresi transkripéniho faktoru RORyt (retinoid-related orphan
receptor yt). Jejich vyvoj z naivnich CD4" T lymfocytii je determinovan piitomnosti

TGF-B a IL-6. Th1l7 lymfocyty v organismu reguluji zanét a zajist'uji obranu proti
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nékterym extracelularnim patogenam (Wilson et al. 2007). Byla popsana i jejich role
v patogenezi fady onemocnéni, jako je roztrouSena sklerdza, revmatoidni artritida,
lupénka ¢i stfevni zanétliva onemocnéni (Ghannam et al. 2010). Treg lymfocyty jsou
diilezité pro zachovani tolerance vici vlastnim tkdnim a podili se na udrzeni periferni
tolerance. Jejich vyvoj je determinovan piitomnosti TGF-p a vyznacuji se expresi
transkrip¢niho faktoru FOXP3 (Wahl et al. 2004).

MSC inhibuji pfimym kontaktem a produkci TGF-B a PGE; vyvoj Th17 lymfocytt
a naopak podporuji vyvoj Treg lymfocytt. U Thl7 lymfocytt potlacuji produkci IL-17,
snizuji expresi transkripéniho faktoru RORyt a naopak posiluji expresi transkripéniho
faktoru FOXP3 a navozuji regula¢ni fenotyp T lymfocyti (Ghannam et al. 2010;
Svobodova et al. 2012).

Cytotoxické T lymfocyty

CD8" Tc lymfocyty rozeznavaji buiiky infikované intracelularnimi parazity
¢i nddorové transformované builky a bunéénym kontaktem a sekreci cytotoxickych latek
tyto buiky likviduji. Pfi silné aktivaci cytotoxickych mechanismt u Tc lymfocytt mitize
dochazet ke znacnému poskozeni okolni tkané.

Pii spole¢né kultivaci MSC a nestimulovanych mononuklearnich bunék periferni
krve (PBMC, peripheral blood mononuclear cells) dochazi k navozeni tolerogenniho
fenotypu Tc lymfocytd snizenim exprese CD8, CD28 a CD44 molekul a také
potlacenim produkce cytotoxickych mediatori. Navozeni tolerogenniho fenotypu
je zprostiedkovano CD14" monocyty, u kterych MSC plisobenim solubilnich faktorii
indukuji regulaéni fenotyp, snizuji expresi MHC II. tfidy, kostimula¢nich molekul
CD80 a CD86 a posiluji expresi inhibi¢nich molekul. Tolerogenni Tc lymfocyty zpétné
ovlivitiuji monocyty a podileji se na udrZeni tolerogenniho fenotypu a také negativné

ovliviuji proliferaci lymfocytti (Hof-Nahor et al. 2012).

Makrofagy

V zavislosti na zpusobu aktivace se makrofagy polarizuji do klasického M1
¢i alternativniho M2 fenotypu. M1 makrofagy jsou stimulované pfes TLR ¢i IFN-y,
plsobi prozanétlivé a produkuji vysoké hladiny TNF-a a IL-1PB. Naproti tomu M2
makrofagy jsou stimulované IL-4/IL-13 a produkuji IL-10, ¢imz indukuji
protizanétlivou odpovéd’ (Sica et Mantovani 2012).

MSC podporuji alternativni aktivaci makrofag expresi PGE,, IDO a TSG-6, coz

vede K inhibici zanétu, snizovani produkce prozanétlivych cytokinii a stimulaci
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produkce IL-10 u makrofagti (Chiossone et al. 2016). Podobnym zpisobem MSC
ovliviiuji 1 polarizaci M1/M2 mikroglii, které plni funkci makrofagi v CNS a navozuji

u nich neuroprotektivni M2 fenotyp (Zanier et al. 2014).

Dendritické bunky

DC jsou profesionalni APC a nejucinnéji stimuluji ostatni buiikky imunitniho
systému pii zahajeni a regulaci antigenné specifické imunitni reakce. MSC potlacuji
prostfednictvim PGE; diferenciaci a zrani mDC a méni rovnovahu mezi mDC a
plazmacytoidnimi DC (pDC). U zralych mDC potlac¢uji MSC produkci TNF-a, naopak
u pDC zvySuji produkci IL-10 a posouvaji tak polarizaci imunitni reakce
expresi n¢kterych chemokinovych receptorti a HLA II. tfidy a tim snizuji schopnosti DC

migrovat do lymfatickych uzlin a prezentovat antigen (Spaggiari et al. 2009).

NK bunky

NK bunky se fadi do pfirozené imunity a zajist'uji obranu proti virem infikovanym
¢i naddorovym bunkdm, které NK bunky likviduji cytotoxickymi mechanismy. MSC
dokazi potlacovat aktivaci a proliferaci klidovych NK bungk a snizovat u nich produkci
IFN-y. Inhibice je zptsobena produkci aktivinu A, ktery ovliviiuje slozky signalnich
drah aktivace NK bunék STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4) a
nuklearni faktor kappa B a sniZzenim mmnozstvi transkripéniho faktoru T-bet, ktery je
hlavnim regulatorem produkce IFN-y u T lymfocyti a NK bunék (Chatterjee et al.
2014).

3.2. Migrace MSC do mista poskozeni

Schopnost MSC migrovat do mista poSkozeni je dilezitd pro jejich efektivni
pusobeni na buiiky imunitniho systému i pro jejich reparativni ucinky. Schopnosti MSC
migrovat po sméru gradientu chemoatraktantli jsou zkoumany in vitro i in vivo.
Na zvifecich modelech je studovana schopnost migrace MSC do poskozené tkané
systémovou aplikaci zna¢enych MSC a sledovanim jejich pohybu v organismu pomoci
neinvazivnich zobrazovacich metod a studiem histologickych fezti tkani. Migrace MSC
a usidlovani ve tkénich je ovlivnéno celou fadou faktord, zejména pak podminkami
a délkou kultivace, vékem darce, mnozstvim bunék a zplsobem podani (Sohni et
Verfaillie 2013).
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Mechanismus migrace aplikovanych ¢i rezidentnich MSC do tkani nebyl dosud
zcela objasnén. Predpoklada se, ze princip by mohl byt podobny jako u leukocytu, tedy
ze MSC migruji pfes cévni sténu za pomoci aktivovanych bun¢k endotelu v kombinaci
s mechanismy specifickymi pro MSC (Teo et al. 2012). Podle Chamberlain et al. (2011)
je prvni faze ptichyceni k endotelu pravdépodobné pasivni a je umoznéna zpomalenim
pohybu MSC v tzkych kapilarach. V dasledku toho mutze nasledné dojit ke specifické
vazb¢ pres chemokinové receptory a prostupu MSC pres sténu endotelu do tkani. Teo et
al. (2015) naproti tomu navrhuji model aktivniho pfichyceni MSC na sténu endotelu
V mist¢ zanétu zprostfedkovanou neutrofily a krevnimi destickami. Specifické
ptichyceni MSC by pak bylo disledkem sekundarni adhezivni interakce.

Pii nitroZilnim podani MSC dochazi k akumulaci téchto bun€k v nékterych
organech, predevSim v plicich ¢i k nespecifickému uchyceni v cévidch a do mista
poskozeni se dostava jen mala ¢ast z ptivodniho mnozstvi podanych bunék (Javorkova
et al. 2014; Naaldijk et al. 2015). Migraci MSC do cilové tkané mohou podporovat
rastové faktory ¢i prozanétlivé molekuly. Naaldijk et al. (2015) pozorovali zlepSeni
migracnich schopnosti MSC po ovlivnéni TNF-a, IFN-y, SDF-1 (stromal cell-derived
factor 1), PDGF (platelet-derived growth factor) a bFGF (basic fibroblast growth
factor). Zvyseni pozitivniho efektu téchto molekul na migrac¢ni schopnost MSC dale
pozorovali pii hypoxickych podminkéch.

Aplikované MSC maji, podobné jako hematopoetické kmenové buiiky, schopnost
usidlovat se v riznych organech mimo kostni dien. Tato schopnost je zavisld na celé
fad¢ interakci, z nichz nejdilezitéjsi je vazba mezi CXCR4 a jeho ligandem SDF-1
(CXCL12), popisovana i u transplantovanych hematopoetickych bun¢k smétujicich do
kostni diené. V ptipad¢ poSkozené nervové tkan€ byla pozorovéna zvySena exprese
chemokinovych ligandd, ktera vedla k migraci MSC z krevniho ob&hu, coz bylo
nezbytné pro ucinnou reparaci dané tkané (Carbajal et al. 2010). V dalsich studiich
vyuzivajicich experimentalni modely ischemie ¢i poskozeni patete bylo pozorovano
uchyceni aplikovanych bun¢k v poskozené tkani a produkce reparacnich i
imunomodulacnich molekul, které podporovaly proces hojeni a potlaCovaly probihajici

zanét (Wang et al. 2014; Zeng et al. 2015).

3.3. Terapeutické vyuziti MSC
Klinické aplikace MSC byly plivodné zamétfeny na vyuZiti jejich regenerativnich

a diferenciaCnich vlastnosti. Testovalo se naptiklad vyuziti MSC u pacientd po poranéni
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michy, pii 1é¢bé degenerativnich onemocnéni piredev§im pohybového aparatu, infarktu
¢i mozkové mrtvice nebo podani MSC jako podptrné terapie po trazech. V soucasné
dob¢ se cela fada studii zamétuje 1 na vyuziti rozsahlych imunomodula¢nich vlastnosti
MSC, které by mohly mit terapeuticky efekt u celé fady autoimunitnich onemocnéni,
véetné revmatoidni artritidy (Alvaro-Gracia et al. 2016), chronickych zanétlivych
onemocnéni stfev (Molendijk et al. 2015), systémové sklerodermie (Larghero et al.
2008) a mnoho dalsich. MSC se také vyuzivaji pro potlaceni akutni i chronické reakce
St€pu proti hostiteli po transplantacich kostni diené (Zhao et al. 2015) nebo pro
potlaceni rejek¢ni reakce U organovych transplantaci (Reinders et al. 2013). Terapie
kmenovymi bunkami se vsoucasné dobé pouziva také v klinickych studiich
zaméfenych na neurodegenerativni onemocnéni, zejména roztrousenou sklerdzu
(Gharibi et al. 2015) ¢i ALS (Mazzini et al. 2008), kde mohou MSC tlumit
degenerativni proces i zanétlivé reakce.

Vyhodou vyuziti MSC oproti jinym typim kmenovych bunék je jejich relativné
snadna dostupnost, standardizovany postup kultivace i stabilita a homogenita ziskané
bunécné populace po pomérné dlouhou dobu v kultute, coz umoziuje ziskat dostatecné
mnozstvi bunék pro ucinnou terapii. Nezbytnou soucasti efektivni terapie je i schopnost
MSC migrovat do mista poskozeni. U nékterych onemocnéni se dnes vyuziva i lokalni
aplikace bun€k piimo do mista pfedpokladané¢ho plsobeni pro maximalni zvySeni

pozitivnich uc¢inki terapie.
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4. Amyotroficka lateralni skleroza

ALS, také nazyvana jako Lou Gehrigova nemoc, byla poprvé popsana v druhé
poloviné 19. stoleti francouzskym neurologem Jean-Martinem Charcotem (Charcot
1869). ALS je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, u kterého dochazi
k poskozeni a naslednému zaniku motoneuront. V disledku tohoto nervového
poskozeni dochdzi nejprve k oslabeni a néasledné ke ztraté funkcnosti svald, coz vede
k omezeni hybnosti, polykani, mluveni a v kone¢ném duasledku k atrofii dychacich svali
a respira¢nimu selhani obvykle do 5 let od stanoveni diagnozy (Andersen et al. 2012).

Vice nez 90 % piipadi ALS vznikd spontanné a piic¢iny rozvoje ALS nejsou dosud
zcela objasnény. U zbylych 10 % pacientl se vyskytuje familiarni forma onemocnéni
spojend s dédicnou genetickou mutaci. Nejcastéji se jednd o mutace v genu pro
superoxid dismutazu 1 (SOD1), ktera je pfitomna asi u 20 % ptipadu familiarni ALS.
Pramérna svétova incidence se pohybuje kolem 1,9/100 000 ro¢né a nejcastéji se nemoc
objevuje kolem 60. roku zivota (Chio et al. 2013). Mirné Casté&ji se nemoc vyskytuje
u muzd nez u zen, udava se pomér 1,3 : 1 u skupiny pacientl s dfivéjSim néastupem
onemocnéni, u starSich pacientll rozdilnd incidence mezi pohlavimi prakticky mizi
(Mccombe et Henderson 2010).

Klinicky muzeme pacienty rozdélit do dvou skupin dle nastupu symptomd.
Spindlni (¢i koncetinova) forma, kterd je Castéjsi u muzi, se zpocatku vyznacuje ztratou
hybnosti perifernich svalii, zejména na koncetinach. Bulbarni forma, kterd je typict&jsi
u Zen, se projevuje nejprve obtizemi s mluvenim a polykanim a spindlni symptomy
nastupuji az pozd¢ji. Z dosavadnich dat vyplyva, Ze charakter prvotnich projevi

onemocnéni nema vliv na délku preziti pacienti s ALS (Mccombe et Henderson 2010).

4.1. Imunitni systém v patogenezi ALS

I kdyz ptfesna pii¢ina rozvoje ALS nebyla doposud popsana, je ziejmé,
7e V patogenezi onemocnéni hraje dilezitou roli imunitni systém. Predpoklada se icast
imunitnich bunék z periferie i z CNS. Zanét je ziejm¢ klicovym mechanismem
poskozeni motoneurontd, coz nasledné vede Kk jejich odumirani. Zanétlivé reakce se
ucastni slozky pfirozené i adaptivni imunity, pficemz prostup perifernich leukocytt do
CNS je umoznén porusenim hematoencefalické bariéry, které je pro ALS typické.
Aktivace a migrace leukocyti do CNS nasvédCuje tomu, ze je ALS systémové

onemocnéni, spise nez porucha omezena pouze na CNS (Rodrigues et al. 2012).
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Poskozeni integrity hematoencefalické bariéry je zasadni udalosti pfi rozvoji ALS.
U pacientu byly zjistény znamky odumirani pericyti a poSkozeni endotelovych bunék
a bazalni laminy v misté probihajiciho zanétu. U endotelii dochazi ke snizeni exprese
proteinti tvoricich mezibunécné spoje, jako jsou okludiny ¢i kadheriny, které tvori
zaklad tésnych a adhezivnich spoji hematoencefalické bariéry (Garbuzova-Davis et al.
2012).

Typickym znakem provazejicim rychlou progresi onemocnéni je piesmyk
Z tolerogenniho  neuroprotektivniho  fenotypu Th2 a Treg lymfocyti, M2
makrofag/mikroglii, pDC a dalSich (Obrazek 2) na prozanétlivy a neurotoxicky
fenotyp Thl, Th17, Tc lymfocytt, M1 makrofagii/mikroglii a mDC vedouci k rychlému
odumirani motoneuronti a zhorSovani stavu pacienta (Obrazek 3).

Na progresi onemocnéni by se ¢aste¢né mohly podilet i humoralni slozky imunity.
Byly zjistény jak imunokomplexy v krvi pacienti, tak také autoprotilatky
vV mozkomiS$nim moku, ¢asto cilené proti neuronalnim strukturam. Neni ale jasné, zda se
autoprotilatky podileji na patogenezi onemocnéni nebo zda jde pouze o vedlejsi reakci

imunitniho systému na pfitomnost neuronalnich antigent na periferii (Fialova et al.

2010).
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Obrazek 2‘ Neuroprotektivni faze imunitni odpovédi v nervové tkéni \Y poééteéni fazi rozvoje

rrrrrrr

leukocytli. Tato Casna faze odpovédi je fizena Th2 a Treg lymfocyty, M2 mikrogliemi a
podpirnymi astrocyty, které produkuji neurotrofické faktory. GLT-1, glutamatovy transportér;
NTFs, neurotrofické faktory (pfevzato z: Hooten et al. 2015)
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Obrazek 3: Cytotoxickd faze imunitni odpovédi v nervové tkani. V pozdéjSich fazich
onemocnéni dochédzi k poskozeni motoneuronti v dasledku posunu od neuroprotektivni
k neurotoxické odpovédi gliovych bunék a leukocyti. K tomuto posunu dochazi v disledku
odumirani motoneuront, pii kterém dochazi k zesileni zanétu a uvolnéni fady toxickych faktord.
(ptevzato z: Hooten et al. 2015)

4.1.1.Role prirozené imunity v patogenezi ALS

Aktivace mikroglii je povazovana za hlavni spousté¢ zanétu, ktery je nasledovany
poskozenim a ztrdtou motoneurond u pacienti s ALS. Mira aktivace mikroglii dale
koreluje se zadvaznosti pfiznakll a postupem onemocnéni. Experimentalni modely ALS
ukdzaly zvySenou aktivaci mikroglii jiZz V presymptomatickém stadiu ALS, coz
naznacuje zasadni roli mikroglii v patogenezi onemocnéni. Aktivaci mikroglii a
navozeni prozanétlivého M1 fenotypu mohou podporovat monocyty a makrofagy, které
prostupuji do CNS pies poSkozenou hematoencefalickou bariéru. Dulezitou roli hraje
chemoatrakce mezi CCL2 exprimovanym aktivovanymi mikrogliemi a CCR2
pfitomnym na prozanétlivych monocytech. V prib&hu progrese onemocnéni aktivované
monocyty pravdépodobné nahrazuji mikroglie v roli hlavniho ptivodce zanétu (Zhao
2013).

S rychlou progresi ALS je spojovéana také zvySena infiltrace DC do CNS, které
zajistuji G€innou aktivaci imunitnich mechanismll prezentaci antigenii efektorovym
bunkam (Henkel et al. 2004). Piesna role DC v patogenezi ALS ale nebyla dosud
popsana.

Ve tkanich postizenych ALS byla také pozorovana aktivace klasické drahy

komplementu, ktera mize vyznamné piispivat k udrzovani zanétu. Poskozené neurony a
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gliové bunky produkuji Clq a C4 fragmenty komplementu, které mohou aktivovat
komplementovou kaskadu. Aktivovany komplement pfitahuje fagocyty a opsonizuje
membrany. Formovanim lytického komplexu dochazi Kk jesté vétsimu poskozeni
nervovych bun¢k. Fragment Clg miize navic aktivovat prozanétlivy fenotyp u
mikroglii, coz muize vést k poskozeni hematoencefalické bariéry, umoznéni infiltrace
perifernich leukocyti a dalSimu rozvoji zanétu. Ve zdravém organismu je aktivita
komplementu siln¢ regulovana, ale pfi rozvoji ALS dochazi pravdépodobné k naruseni

téchto regula¢nich mechanismi a umoznéni nadmérné aktivace (Sta et al. 2011).

4.1.2. Role adaptivni imunity v patogenezi ALS

Na progresi ALS se kromé slozek pfirozené imunity podileji i nékteré populace
T lymfocyti. V ranych stadiich onemocnéni se v CNS nachdzeji témét vyhradné
CD4" T lymfocyty a z po¢atku u nich pozorujeme piedevsim protektivni Th2 a Treg
fenotyp. S postupem onemocnéni dochazi k pfesmyku na prozanétlivy Thl a Thl7
fenotyp a také kinfiltraci CD8" T lymfocytd do mista zanétu. Vyznamni tloha
protektivnich Th lymfocyti v ¢asnych fazich onemocnéni byla prokadzéna u zviteciho
modelu, kde pifi depleci T lymfocyti dochazelo k rychlejsi progresi onemocnéni.
Th lymfocyty v ¢asnych fazich onemocnéni ovliviiuji mikroglie a astrocyty a podporuji
u nich neuroprotektivni plisobeni na neurony (Beers et al. 2008).

Béhem rozvoje onemocnéni dochazi k posunu rovnovahy mezi populacemi CD4"
lymfocytl. V neurotoxické fazi onemocnéni dochazi ke snizeni poctu Treg lymfocyti,
které je doprovazeno poklesem hladiny IL-4 a IL-10, a k snizeni poctu M2 mikroglii.
Zaroven se snizuje pocet Th2 lymfocytu a zvySuje pocet Thl lymfocytd, které indukuji
MI neurotoxicky fenotyp u mikroglii, pfevladajici v pozdéjSich fazich onemocnéni.
Vyznam Thl17 lymfocytd v progresi ALS je prozatim pouze Castecné popsany, ale
soucasné poznatky naznacuji jejich zapojeni v zanétlivém procesu (Henkel et al. 2013).
Interakce mezi T lymfocyty a mikrogliemi mulZe zéasadné ovliviilovat prib&h
onemocnéni a navozeni protektivniho prostfedi a regulacniho fenotypu mikroglii
pomoci Th lymfocytt by tak mohlo mit zasadni vliv na zpomaleni progrese ALS.

Role B lymfocytl v patogenezi ALS neni doposud zcela objasnéna. V nékterych
pracich byly detekovany autoprotilatky proti neurondlnim strukturdm, ale neni jasné,
zda maji vliv na patogenezi ALS nebo jsou jen disledkem rozsahlého odumirani

neuront (Niebroj-Dobosz et al. 2006; Fialova et al. 2010).
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4.2. Buiiky CNS v patogenezi ALS

Mikroglie

Mikroglie jsou povazovany za bunky prvni obranné linie pfi infekci a
poskozeni CNS. V casnych fazich ontogeneze osidluji CNS a zastavaji zde funkci
rezidentnich makrofagi. Mikroglie patii mezi APC a exprimuji PRRs, v¢etné¢ TLR2 a
TLR4 a jejich koreceptoru CD14. V zavislosti na prostfedi a na spoust&jicim stimulu
mohou byt mikroglie, podobn¢ jako makrofagy, polarizovany na klasicky aktivované
M1 a alternativné aktivované M2 (Michelucci et al. 2009). M1 mikroglie podporuji
rozvoj neurotoxickych mechanismii T lymfocytd, zejména produkei reaktivnich
kyslikovych radikali a prozanétlivych cytokind TNF-o, IL-6 a IL-1. Naproti tomu
alternativné aktivované M2 mikroglie navozuji neuroprotektivni prostfedi produkci
protizanétlivych cytokint IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B a neurotrofickych faktort, jako
napiiklad inzulinového rastového faktoru 1 a CD200 (Hooten et al. 2015; Tang et Le
2015).

V pribéhu rozvoje ALS se vyznamné méni polarizace mikroglii. Béhem casnych
stadii pomalého rozvoje onemocnéni prevladda neuroprotektivni M2 fenotyp.
Pii pfechodu do rychle progredujiciho stddia se méni polarizace mikroglii na
neurotoxicky M1 fenotyp a dochazi k rozvoji silné zanétlivé reakce (Hooten et al.
2015).

Astrocyty

Astrocyty jsou hlavni podpirné buiiky neuroni a maji celou fadu komplexnich
funkei, zajistuji jejich vyzivu propojenim s krevnim feciStém a jsou hlavni slozkou
hematoencefalické bariéry. V patogenezi ALS prispivaji k poskozeni neuront
v disledku sniZzeni exprese glutamatového transportéru-1, coz vede k hromadéni
glutamatu, pusobiciho cytotoxicky na neurony. Dale mohou astrocyCty pfispivat
k nezadouci imunitni odpovédi produkei neurotoxickych mediatort, jako je CXX motiv
chemokinu 10, CCL 2 ¢i IL-6 produkovanych v dusledku aktivace ptes TLR a

mano6zovy receptor na jejich povrchu (Barbeito et al. 2004).

Oligodendrocyty
Oligodendrocyty jsou soucasti podpurné tkané pro neurony a tvoii myelinové
pochvy kolem axontli, zdkladni slozku bilé hmoty mozku a michy. Zda se, zZe

oligodendrocyty jsou jednim zcild poskozeni u ALS. Ke zvySené mife apoptdzy
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oligodendrocytli zfejmé dochdzi jiz pied nastupem klinickych projevii onemocnéni a
pied odumiranim vlastnich motoneuront. Zda se, ze na ubytek oligodendrocytl reaguji
NG2 gliové bunky (progenitory oligodendrocytll) a spousti svou zvysenou proliferaci a
diferenciaci, ¢imz se snazi nahradit mnozstvi odumielych bunck. Vlivem zvySené
proliferace ale dochazi k produkci funkéné i morfologicky poskozenych bunék, které
dale nejsou schopné zajistit dostate¢nou myelinizaci axonti ani metabolickou podporu
neuronti a mohou tak nepiimo pfispivat k jejich naslednému odumirani (Philips et al.

2013).

4.3. Lécba ALS

V soucasné dob& je ALS nevyléCitelné a smrtelné onemocnéni. Lécebné i
experimentalni postupy se zaméfuji zejména na zpomaleni progrese onemocnéni a
zmirnéni jeho projevil. V terapii pacientti s ALS je nezbytnd multidisciplinarni péce,
do které se zapojuje celd tada specializovanych lékaii a dalSich zdravotnickych
pracovnikd. Diagnosticky a 1écebny postup je standardizovan dle doporuceni Evropské

federace neurologickych spole¢nosti (Andersen et al. 2012).

ALS modifikujici 1écba

Od roku 1995 do soucasné doby je jedinym schvalenym IéCivem s prokazanym
neuroprotektivnim u¢inkem Riluzol, u kterého klinické studie ukazaly prodlouzeni doby
bez nutnosti pfistrojové ventilace o 2-3 mésice (Bensimon et al. 1994). Riluzol,
chemicky 2-amino-6-(trifluoromethoxy)benzothiazol, je antagonistou glutamatu a
blokuje jeho uvolfiovani na presynaptickych nervovych zakoncenich, ¢imz dochazi ke
snizovani hladiny glutamatu v postsynaptickych zakoncenich neurond. Vzhledem
ktomu, Ze je glutamat povazovan za jednu zhlavnich neurotoxickych latek
zpusobujicich odumirani motoneuroni u ALS, je snizeni jeho hladiny jednim

z moznych mechanismt neuroprotekce (Wagner et Landis 1997).

Symptomaticka 1é¢ba

Nezbytnou soucasti 1éCby pacienti s ALS je terapie zaméfena na zmirnéni obtizi
spojenych s onemocnénim a zlepSenim kvality Zivota nemocnych. Ke konkrétnim
opatfenim se pfistupuje individualn¢ dle ndstupu jednotlivych symptomil. Hlavni
soucasti je pohybova terapie pro zachovani hybnosti a zmirnéni projevi atrofie a
spasticity. Dale se vyuziva farmakoterapie pro zmirnéni bolesti, nadmérného slinéni a

pfi poruse polykani nejprve uprava stravy a poté enteralni vyziva sondou. Soucasti péce
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o nemocné je i pSychoterapie a farmakoterapie pro zmirnéni deprese, zkosti ¢i poruch
spanku. Pfi rozvoji symptomu respiratniho selhéni se pouziva neinvazivni ventila¢ni
podpora a piipadné uméla plicni ventilace, ktera dokaze prodlouzit Zivot pacienta

s ALS, ale nezlepsi kvalitu jeho Zivota (Andersen et al. 2012).

Experimentalni terapie

V 1écbeé ALS bylo v klinickych studiich testovano Siroké spektrum potencionalnich
1é¢iv ¢i 1é¢ebnych postupt veetné vitamind, antioxidantd, cytokint, imunoglobulint ¢i
rastovych faktori a mnoho dalSich (napiiklad N-acetylcystein, koenzym Q10, z mozku
odvozeny rustovy faktor, z glii odvozeny rastovy faktor, inzulinovy rustovy faktor,
IFN-B, lithium, verapamil, vitamin E). V dosud dokoncenych klinickych testech byl
prokazan ucinek na progresi ALS pouze u Riluzolu. Vzhledem k jeho relativné malému
ucinku (prodlouzeni Zivota o 2-3 mésice) je nezbytné hledani Gc¢innéjsi terapie ALS.
V soucasné dob¢ probiha cela fada klinickych testli zkoumajicich ti¢innost dalSich latek
(napiiklad rustovy faktor stimulujici kolonie granulocyti, SODI antisense
oligonukleotidy, VEGF a mnoho dalich) a také buné¢né terapie se zaméfenim na
kmenové buriky (Andersen et al. 2012).

4.4. Lécba ALS pomoci kmenovych bunék

4.4.1. mSOD1 model ALS

V poslednim desetileti je terapie kmenovymi bunkami povaZovéna za mozZny
zpusob jak ovlivnit neurotoxické prostiedi, které vznika v dusledku aktivace mikroglii a
astrocytll a zpusobuje poskozeni a nésledné odumirdni motoneuronit u ALS. Pro
studium ALS byl vytvofen transgenni mysi a potkani model, ktery nese mutaci v genu
pro Cu/Zn SOD1, vyskytujici se i u familiarni formy ALS u lidi. Transgenni zvifata
nesou mutantni lidsky SOD1 gen se substituci glycinu za alanin na pozici kodonu 93 a
jsou oznacovana jako SOD1-G93A (ptevzato z databaze www.jax.ord). Experimentalni
SOD1-G93A zvifata maji symptomy odpovidajici klinickym i histopatologickym
projeviim lidské ALS a piedstavuji tak vhodny model pro studium tohoto onemocnéni
(Kato 2008).

Doposud byla provedena tada preklinickych studii poukazujici na ptiznivy vliv
MSC na zpomaleni progrese onemocnéni. Cetné in vitro studie prokazaly rozsahlé
diferencia¢ni i imunomodulaéni G¢inky MSC, avSak komplexnéjsi in vivo modely

pomahaji odhalit, jakymi mechanismy MSC pisobi pii 1é¢bé ALS a zda nedochazi
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k nezadoucim interakcim, které by naopak mohly podpofit progresi onemocnéni a
ohrozit pacienty.

Klicové je nyni studium ucinnosti terapie kmenovymi bufikami a objasnéni
mechanismu jejich vlivu na zpomaleni progrese ALS. Pii presymptomatické aplikaci
MSC bylo pozorovano oddaleni nastupu projevit onemocnéni a prodlouzeni délky
zivota pokusnych zvifat (Gubert et al. 2016; Uccelli et al. 2012). V dalsi studii byla
potvrzena schopnost MSC pfezivat v organismu a migrovat z obéhu do CNS ( Zhao et
al. 2007). Forostyak et al. (2014) pozorovali prospésny vliv MSC na prubéh
onemocnéni i pii aplikaci bun¢k az po nastupu prvotnich projevli onemocnéni, coz je
dilezité zejména pro jejich klinické vyuziti, protoze se vétSina ptipadi ALS objevuje
sporadicky a 1écba tak mlize byt zahajena aZ po stanoveni diagndzy.

Jako dilezity faktor se také ukazuje zpiisob aplikace MSC. Pti systémovém podani
mohou sice buniky migrovat do poSkozené tkané, ale vétsi efektivity bylo dosazeno
lokalni aplikaci MSC do patetniho kanalu (Vercelli et al. 2008), ptipadné pii kombinaci
systémového a lokalniho podani bunék (Forostyak et al. 2011). Dalsim dualezitym
faktorem vyznamné ovliviiujicim efektivnost 1é¢by je mnozstvi podanych bunék. Kim et
al. (2010) pozorovali signifikantni efekty pfi podani 1x10° bungk oproti mnozstvi 1x10°
bunék a negativni kontrole.

V nékolika studiich byly testovany imunomodula¢ni a neuroprotektivni ucinky
MSC in vivo. Vercelli et al. (2008) pozorovali potlaceni aktivace mikroglii a astrocytozy
a také oddaleni nastupu symptomt onemocnéni po intrathekalnim podani MSC. Boido
et al. (2014) dale poukazali na zmény v produkci prozanétlivych a imunomodulacnich
molekul rezidentnimi buiitkami CNS v disledku ptsobeni aplikovanych MSC, coz
potvrzuji i vysledky studie Forostyak et al. (2011).

Vzhledem k pomérné kratkému trvani ucinka aplikovanych MSC (v fadu nékolika
mésici) se zda, Ze pro lepsi vysledky bude nezbytné podani MSC opakovat (Marconi et
al. 2013). Na mysich modelech i v klinickém hodnoceni byla jiz prokazana bezpecnost

opakovaného podani MSC (Gothelf et al. 2014; Oh et al. 2015).

4.4.2. Terapeutické vyuziti MSC u ALS

Experimentalni modely jsou velice dulezité¢ pii vyvoji novych 1€kt a 1écebnych
piistupi. Pro zavedeni do klinické praxe je ale nezbytné provést klinické studie
potvrzujici terapeutické G€inky u lidi. V navaznosti na pozitivni vysledky preklinickych

testl aplikace kmenovych bun€¢k u transgenniho mysiho modelu ALS jsou MSC
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povazovany za nadéjné kandidaty pro 1écbu ALS (Gharibi et al. 2015). Jak jiz bylo
popsano vyse, MSC disponuji imunomodulaé¢nimi u¢inky ovliviujici slozky piirozené i
adaptivni imunity, produkuji mnoho antiapoptotickych a rustovych faktoru a celkové
tlumi zénétlivou odpovéd, coz by mohlo mit pozitivni efekt pii 1écbé tady
neurodegenerativnich onemocnéni véetné ALS.

Bunécna terapie ALS mé dva hlavni cile, prvnim a v souCasnosti pomérné
vzdalenym, je pfimé nahrazeni odumielych motoneuronti a obnova jejich funkcnosti. To
vyzaduje dlouhodobé piezivani, usidleni v poskozené tkéni, cilenou diferenciaci a
integraci kmenovych buné¢k do nervové tkané. Druhym cilem je navodit
neuroprotektivni prostfedi a zamezit tak dalSimu poskozeni v dasledku cytotoxického
pusobeni probihajici nemoci. V soucasné dobé€ probihaji i klinické studie vyuzivajici
geneticky modifikovanych MSC, u kterych je navozena zvySend produkce
neurotrofickych faktort, které by tak mohly efektivnéji zpomalovat progresi ALS
(Tabulka 1). Na neuroprotektivnim pusobeni MSC se podileji jednak sekretované
rustové faktory a také imunomodulaéni molekuly, které by mohly vést k utlumeni
zanétu a k potlaceni neZaddouciho odumirani motoneuronti. Klinické studie vyuzivajici

pro terapii ALS kmenové bunky jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Prehled klinickych studii (clinicaltrials.gov, clinicaltrialsregister.eu) a

publikovanych vysledku tykajicich se pouziti kmenovych bunék v terapii ALS

gggiledlmcke typ bunék aplikace
NCT00855400 2007-2010 Spanélsko BM-MSC i.t.
NCT01051882 2011-2013 Izrael BM-MSC NTF i.t.vs. i.m.
NCT01082653 2010-2014 USA MNC i.t.
NCT01142856 2010-2011 USA AT-MSC it
NCT01254539 2010-2015 Spanélsko MNC + BM-MSC it
NCT01348451 2009-2016 USA NSC i.s.
NCT01363401 2011-2013 Korea MNC i.t.
NCT01494480 2011-2015 Cina UC-MSC it
NCT01609283 2012-2016 USA AT-MSC it
NCT01640067 2011-2015 Italie NSC it
NCT01730716 2013-2016 USA NSC i.t.
NCT01758510 2012-2014 Korea BM-MSC alogenni it
NCTO01759797 2013-2014 Iran BM-MSC i.v.
NCTO01771640 2013-2014 Iran BM-MSC it
NCTO01777646 2012-2014 Izrael BM-MSC NTF i.t+i.m.
NCT01933321 2012-2014 Mexiko HSC i.t.
NCT01984814 2008-2013 Indie BM-MSC i.t.+i.m.
NCT02017912 2014-2016 USA BM-MSC NTF i.t.+i.m.
NCT02058732 2013-2019 USA MSC i.t.
NCT02116634 2014-2017 Iran MSC i.s.
NCT02193893 2010-2017 Polsko MNC it
NCT02242071 2008-2016 Indie MNC n/a
NCT02286011 2014-2016 épanélsko MNC i.m.
NCT02290886 2014-2019 épanélsko AT-MSC i.v.
NCT02383654 2015-2016 Taiwan AT-MSC it
NCT02478450 2015-2017 USA GRPC it
NCT02492516 2014-2016 Izrael AT-MSC i.v.
2011-000362-35 2012-2015 CR BM-MSC it
Deda et al. 2009 Turecko, USA  MNC i.s.
Feldman et al. 2014 USA NSC i.s.
Karussis et al. 2011 Izrael BM-MSC i.t.

Kim et al. 2014 Jizni Korea BM-MSC i.t.
Mazzini et al. 2008 Italie BM-MSC it
Mazzini et al. 2012 Italie BM-MSC it

Oh et al. 2015 Korea BM-MSC it
Petrou et al. 2016 Izrael BM-MSC NTF it

AT- tukova tkan, BM — kostni dieti, GRPC — progenitorové buiky prediferencované v glie
MNC - jaderné bunky z kostni dfené, NSC — neuralni kmenové bunky, NTF — neurotrofické
faktory, UC — pupec¢nik, i.m. - intramuskularné, i.s. — intraspinalné, i.t. —intrathekalng, i.v. -

intravendzné.
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Material a Metody
5. Material

5.1. Pouzivané bunky
V experimentech byly vyuzity MSC ziskané z kostni dfené pacienti S ALS a
v kontrolni skupin€é MSC pacienti podstupujicich ptevazné ortopedické operace
(Tabulka 2). K experimentalnim Géelim byla pouzita piebyteéna kostni dieni a vSichni
darci podepsali informovany souhlas s vyuzitim nadbytecnych bun¢k pro
experimentalni ucely.
PBMC byly ziskavany z buffy coatu z periferni krve dobrovolnych darct transfuzniho

oddéleni Thomayerovy nemocnice Vv Praze 4 — Kr¢i.

Tabulka 2: Slozeni skupiny pacientti s ALS a kontrolni skupiny

ALS skupina kontrolni skupina

vék pohlavi vék pohlavi
47 7z 26 M
54 M 26 Z
43 z 60 M
52 M 59 M
63 M 72 Z
38 M 55 M
55 M 61 M
38 M 25 M
48 M 40 M
44 M 55 M
53 M 25 M
39 M 62 M
39 M 59 Z
55 M 68 Z
55 M
Priamér = 47,7 M=12 Z=2 Priamér = 49,5 M=11 Z=4

5.2. Roztoky a média

e MSC byly kultivovany v Alfa MEM médiu (Lonza, Basilej, Svycarsko) doplnéném
0 5 % desti¢kového lyzatu (IKEM, Praha, CR) a gentamicin (Sandoz, Basilej,
Svycarsko) ve vysledné koncentraci 10 pg/ml. Toto médium je v nasledujicim textu

oznacovano jako kompletni 5% médium Alfa MEM.
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e PBMC byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) s

ptidavkem 5 % nebo 10 % tepelné inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (Gibco,

Waltham, MA), penicilinu (Sigma Aldrich) ve vysledné koncentraci 100 U/ml,

streptomycinu (Sigma Aldrich) ve vysledné koncentraci 100 pg/ml a HEPES pufru

(Sigma Aldrich) v koncentraci 10 mM. Toto médium je v nasledujicim textu

oznacovano jako kompletni médium RPMI 1640.

e PBS (phosphate buffered saline) byl pouzivan ve slozeni 0,2 g KCI, 8 g NacCl,
0,24 g KH,PO,4, 1,44 g Na,PO, a 1 | destilované vody, pH upraveno na 7,2

(piipravovany v servisni laboratofi Ustavu molekularni genetiky, AV CR).

e Pro disociaci adherentnich bunék byl pouzivan 1 ml enzymu CTS TrypLE Select

ibco) a pro zastaveni jeho UCinka ouzit m o roztoku lidského
(Gibco) a p jeh ki byl p 1 ml 20% ku lidskéh

albuminu (Grifols, Barcelona, Spanélsko).

5.3. Technické vybaveni

ABX MICROS 60 (Horiba, Kyoto, Japonsko)

Centrifuga Universal 32 (Hettich, Beverly, MA)

Centrifuga Universal 320R (Hettich)

CO; inkubator (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)

Cycler PTC-200 (MJ Research, St. Bruno, Kanada)

Cycler StepOne Plus RT-PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA)
Invertovany mikroskop Olympus IX81, vybaveny kamerou Hammatsu
ORCA C4742-80-12AG (Olympus, Tokio, Japonsko)

Laminarni box Clean Air (Telstar, Terrassa, Spanélsko)

Minicentrifuga Cleaver (Cleaver Scientific Ltd, Warwickshire, UK)
Opticky mikroskop Olympus CKX31(Olympus)

Opticky mikroskop Olympus CX41 (Olympus)

Pratokovy cytometr LSR II (BD, Franklin Lakes, NJ)

Spektrofotometr Nanophotometer Pearl (Implen, Mnichov, Némecko)
Spektrofotometr Sunrise (Tecan, Ménnedorf, Svycarsko)

Stahovac¢ bunék Harvester 96, MACH III M (Tomtec, Hamden, CT)
Vortex IKA MS1 minishaker (IKA Works, Wilmington, NC)
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5.4. Pouzity software

e FACSDiva Software (BD) — ovladaci software pro prutokovy cytometr

e FlowJo 9.9.3. (LLC, Ashland, OR) — vyhodnocovaci software pro data
ziskana na pratokovém cytometru

e GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA) — software pro
statistické a grafické zpracovani dat

e Kim 32 (Schoeller instruments, Praha, Ceskéa republika) — software pro
zpracovani spektrofotometrickych dat

e Microsoft Excel (Microsoft, Albuquerque, NM) — software pro statistické a
grafické zpracovani dat

e Olympus Soft Imaging Solutions 31 (Olympus) — software pro invertovany
mikroskop

e StepOne Software 2.2.2 (Applied Biosystems) — software pro zpracovani
dat z kvantitativni polymerazové fetézové reakce (PCR, polymerase chain

reaction)

6. Metody
6.1. lzolace a kultivace MSC

MSC byly separovany z kostni dfené¢ o objemu 12 ml odebrané z lopaty panevni
kosti. Odebrana kostni dfen byla smichana se 3 ml gelofusinu (B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Némecko) a sedimentaci byla izolovana vrstva jadernych bunék a
plazmy. Na hematologickém analyzatoru ABX MICROS 60 (Horiba) bylo nasledné
stanoveno mnoZzstvi jadernych bun€k. Bunky byly kultivovany v 75 cm? kultivagnich
lahvich (TPP, Trasadingen, Svycarsko) pii 37 °C v 5% CO, atmosféfe v koncentraci
1 x 10° jadernych bundk/ml s 10 ml kompletniho 5% média Alfa MEM. Po dosaZeni
konfluence byly buiky disociovany pomoci 1 ml enzymu CTS TrypLE Select (Gibco),
jehoz pusobeni bylo zastaveno 1 ml 20% lidského sérového albuminu (Grifols). Ve
2. pasazi (obvykle 16 dnii od nasazeni) byly buitky zamrazeny v koncentraci 1x10°
bunék/ml v kompletnim 10% médiu RPMI 1640 s 10 % DMSO (Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Némecko) v CoolCell (BioCision, San Rafael, CA) a skladovany
pii -80 °C po dobu 24 hodin. Kryozkumavky (Nunc, Roskilde, Dansko) byly nasledné

piremistény do par tekutého dusiku, kde byly uchovavany pro dalsi pouziti.
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Pied testovanim byly bunky rozmrazeny, kultivovany do konfluence a vsechny
experimenty byly provadény na MSC ve 3. pasaZzi. Polovina bun¢k od kazdého pacienta
byla stimulovana 24 hodin pfed testovanim vybranymi lidskymi cytokiny - IFN-y,
TNF-o a IL-6 (vSe Peprotech, Rocky Hill, NJ) ve vysledné koncentraci 10 ng/ml
(Obrazek 4).

ALS skupina

kontrolni skupina

Obrazek 4: Schéma rozlozeni testovanych MSC. Testované MSC byly rozdéleny do ctyt
skupin. MSC z ALS skupiny jsou oznacovany jako ALS, MSC z ALS skupiny ovlivnéné
cytokiny jako ALSc. MSC z kontrolni skupiny jsou oznafovany jako KON a MSC z kontrolni
skupiny ovlivnéné cytokiny jako KONc.

6.2. 1zolace PBMC
PBMC byly vyuzivany ve funkénich testech MSC jako reaktivni buiky. Pro jejich
izolaci byly zpracovany 2 buffy coaty o objemu 57 a 64 ml. Buffy coaty byly nafedény
1:1 v PBS apo 8 ml opatrné navrstveny na 6 ml Ficoll Paque Plus (GE Healthcare,
Chicago, IL) do 15 ml zkumavek (Biologix,
Shandong, Cina). Nasledn& byly zkumavky

}— plazma

centrifugace
400g,35 min

centrifugovany (400 g, 35 minut). fedény

buffycoat

Po centrifugaci se ve zkumavkach - |

odd¢lily  vrstvy  plazmy, PBMC a

= Granulocyty

Erytrocyty

granulocyti s erytrocyty (Obrazek 5).

Nejprve byla opatrné odsata vrchni vrstva Ficoll

plazmy a ndsledné byl odebran prstenec Obrizek 5: RozloZeni bunéénych frakei po

separaci buffy coatu na ficollu.

mononuklearnich  bunék, které byly prevzato z http://www.bio-protocol.org a upraveno.

preneseny do nové zkumavky, doplnény
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6 ml kompletniho 5% média RPMI 1640 a centrifugovany (170 g, 8 minut) za ucelem
odstranéni zbytka ficollu. Poté byl ze zkumavek odstranén supernatant a bunky byly
jeste 2krat stejnym zptisobem centrifugovany.

Pelety byly resuspendovany v malém mnozstvi kompletniho 10% média RPMI
1640, spojeny do 50 ml zkumavky (Biologix) a doplnény médiem do objemu 30 ml.
Pomoci Biirkerovy komiirky byla stanovena koncentrace bunck, kterd byla nasledné
upravena na 14 x 10° bungk/ml.

Bunécna suspenze byla rozdélena po 1,6 ml do kryozkumavek (Nunc) a doplnéna
0,2 ml DMSO (Serva). Zkumavky byly zamrazeny v CoolCell, skladovany pti -80 °C
po dobu 24 hodin a nasledné premistény do par tekutého dusiku, kde byly uchovavany
pro dalsi pouziti.

Pied pouzitim bylo rozmrazeno pozadované mnozstvi PBMC, pievedeno do
centrifugacnich zkumavek a doplnéno kompletnim 5 % médiem RPMI 1640. Nasledné
byly bunky 2krat centrifugovany (170 g, 8 minut) za ucelem odstranéni DMSO a

pomoci Biirkerovy komiirky byla stanovena jejich koncentrace.

6.3.Charakterizace MSC

6.3.1. Test metabolické aktivity MSC pomoci WST-1

Pro srovnani ristové a metabolické aktivity MSC byl proveden test WST-1 (water
soluble tetrazolium 1) (Millipore, Billerica, MA). Bunky byly kultivovany v 96jamkové
desti¢ce (Nunc) Vv pocateéni koncentraci 0,15 x 10° bungk/ml (v dal$ich jamkach se
koncentrace snizovala vzdy na polovinu) ve 100 pl kompletniho 5% média Alfa MEM.
K MSC bylo po 48 hodinach kultivace ptidano 11 pl roztoku WST-1 (Millipore),
promichano na tfepaéce (2 minuty) a 3 hodiny inkubovano pii 37 °C v 5% CO; atmosféie.
Nasledné byla métena absorbance na spektrofotometru Sunrise (Tecan) za pouziti méficiho

filtru 450 nm a referen¢niho filtru 550 nm.

6.3.2. Diferenciace MSC

Pro ovéfeni diferencia¢niho potencialu byly MCS in vitro diferencovany
v adipocyty a osteoblasty ptisobenim smgési diferenciacnich ¢inidel. Vysledky byly
hodnoceny mikroskopicky invertovanym mikroskopem Olympus IX81 a exprese
diferenciacnich znaki byla hodnocena real-time PCR.

Pro testovani diferenciacniho potencialu byly MSC kultivovany ve 24jamkovych

kultivaénich desti¢kach (TPP), pficemz pro mikroskopii byla navic na dno umisténa
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kulata kryci sklicka o praméru 12 mm (Assistent, Sondheim, Némecko). MSC byly
kultivovany v po&atetni koncentraci 0,06 x 10° bungk/ml kompletniho 5% média Alfa
MEM doplnéného smési diferenciacnich faktord. Médium bylo ménéno kazdé 3-4 dny.
Kromé¢ jamek stimulovanych ¢inidly byly rovnéz kultivovany kontrolni jamky bez
pfidani diferenciacnich Cinidel.

Protokol adipogenni diferenciace trval 14 dni a indukéni médium obsahovalo
0,1 uM dexametazon, 0,5 mM 3-izobutyl-1-metylxantin, 0,1 mM indometacin a
0,5 pg/ml inzulinu (v8e Sigma-Aldrich).

Protokol osteogenni diferenciace trval 21 dni a indukéni médium obsahovalo
0,1 uM dexametazon, 0,1 mM kyselinu L-askorbovou, 10 mM pentahydrat disodné soli
B-glycerolfosfatu (vSe Sigma-Aldrich).

MSC v jamkach se sklicky pro mikroskopickou analyzu byly nasledné fixovany
4% roztokem formaldehydu (Lachema, Brno, Ceska republika) 1 hodinu pii laboratorni
teploté, a poté byly oplachnuty 1 ml PBS a uchovavany v PBS v chladni¢ce az do
barveni. MSC v jamkach urcenych ke stanoveni exprese gent charakteristickych pro
adipocyty nebo osteoblasty byly pievedeny do 500 ul ¢inidla TRI Reagent (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH) a vzorky byly zamrazeny a uchovavany pii -80 °C a
nasledné testovany metodou real-time PCR.

Pro barveni lipidovych vakuol v adipocytech byl pouZit zdsobni roztok Oil Red O
(Sigma-Aldrich) (3,5 mg/ml v izopropanolu (Penta)), ktery byl dale fedén v destilované
vod¢é (3 dily roztoku Oil Red O a 2 dily destilované vody). Z jamek bylo nejprve
odstranéno PBS, sklicka byla oplachnuta 300 ul 60% izoprapanolu a po uplném
oschnuti bylo do jamek pfidano 300 ul fedéného Oil Red O na 10 minut. Barvici roztok
byl odstranén a jamky byly 4krat promyty destilovanou vodou.

Pro barveni kalciovych depozit v osteoblastech byl pouzit roztok Alizarin Red S
(Sigma-Adrich) (20 mg/ml v destilované vod¢, pH upraveno na 4,2). Po odstranéni PBS
bylo do jamek pfidano 300 pl roztoku Alizarin Red S na 5 minut. Barvici roztok byl
odstranén a jamky byly 4krat promyty destilovanou vodou.

Mikroskopie a real-time PCR

Po barveni byla kryci sklicka montovana na podlozni sklo pomoci roztoku Mowiol
4-88 Reagent (Calbiochem, San Diego, CA), mikroskopické snimky byly pofizeny
mikroskopem Olympus 1X81 (Olympus).
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Pomoci real-time PCR byla testovdna exprese gent charakteristickych pro adipocyty -
adiponektin (ADPC, adiponectin) a PPARG (peroxisome proliferator activated receptor

gamma) a exprese genu charakteristického pro osteoblasty - osteopontin (OPN).

6.3.3. Fenotypova charakterizace MSC pomoci priitokové cytometrie

Metodou pratokové cytometrie byla u MSC stanovena exprese vybranych
povrchovych znakl. Pro zjisténi fenotypu MSC byly pouzity monoklonalni protilatky
(mAb, monoclonal antibody) proti 2 pozitivnim znakim MSC - CD44 a CD105 a
2 negativnim znakim - CD11b a CD45 (Tabulka 3).

Tabulka 3: mAb pouzité pro fenotypizaci MSC

Znak | Fluorochrom Klon Izotyp Reaktivita | Pouzita Vyrobce
protilatky | protilatky koncentrace
(ng/ml)

CD11b | allophycocyanin | M1/70 potkani Clovék/mys | 4 BioLegend
1gG2b

CD44 | allophycocyanin | IM7 potkani cloveék/mys | 4 BioLegend
1gG2b «

CD45 | FITC HI30 mysi IgG1 | ¢lovek 10 BioLegend
K

CD105 | FITC 43A3 mysi IgG1 | ¢loveék 20 BioLegend
K

FITC — fluorescein isothiocyanate, BioLegend (San Diego, CA)

Piiblizng 0,5 x 10° MSC bylo natedéno v 600 pl PBS a rozpipetovano do 3 jamek
96jamkové desticky s kulatym dnem (Nunc). Desticka byla centrifugovana (140 g,
3 minuty) a nasledné byly jamky promyty PBS, znovu centrifugovany a po odstranéni
supernatantu byly pelety rozvolnény na vortexu. K buinkam bylo ptidano 10 pl smési
protilatek v koncentraci dle Tabulky 3. Jedna jamka byla ponechana neoznacena jako
negativni kontrola, druha oznacena kombinaci protilatek proti leukocytarnim znakim
CDI11b a CD45, tfeti znacena kombinaci protilatek proti pozitivnim znakim MSC
CD44 a CD105. Buiiky byly inkubovany 30 minut v temnu pii 4 °C. Po uplynuti doby
inkubace byly vzorky 2krat promyty 200 ul PBS, centrifugovany (140 g, 3 minuty) a
pelety byly rozvolnény a resuspendovany ve 200 upl PBS. Pied méfenim bylo ke
vzorktim ptidano 20 pl roztoku Hoechst 33258 (Sigma Aldrich) v koncentraci 1 pg/ml.
Nasledné byly buiiky testovany na pritokovém cytometru LSR II (BD) a ziskana data

byla analyzovana pomoci softwaru FlowJo 9.9.3. (LLC).
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6.4. Funk¢ni testy MSC

6.4.1. Inhibice proliferace lymfocyta

Vliv MSC na proliferaci PBMC stimulovanych PHA (Pharmacia, New Jersey, NJ) byla
stanovena méfenim inkorporace radioaktivniho *H-thymidinu. V 96jamkové desticce
bylo kultivovano 100 pl PBMC (z koncentrace 1,2 x 10° bungk/ml), ke kterym bylo
piidano 50 pl MSC (z pocatecni koncentrace od 0,48 x 10° bunsk/ml, ve
vysledném poméru5:1,10:1,20:1,40:1,80:1a160:1)a50 ul PHA (10 pg/ml),
vse v kompletnim 10% médiu RPMI 1640. Po 72 hodinach kultivace bylo ke vzorkiim
pfiddno mnozstvi *H-thymidinu odpovidajici 1 uCi (PE Systems, Waltham, MA) a
inkubovano dalsich 6 hodin pfi 37 °C v 5% CO, atmosféte. Pomoci sbéra¢e bunck
Harvester 96 (Tomtec) byly vzorky prevedeny na filtracni papir (GE Healthcare) a
inkorporovana aktivita byla méfena po pridani scintilatniho roztoku v servisni

laboratoti MBU AV CR.

6.4.2. Stanoveni produkce cytokini pomoci ELISA

Ve 48jamkové desticce (TPP) bylo v celkovém objemu 1000 pl kompletniho
10% média RPMI 1640 kultivovano 500 pl PBMC (z koncentrace 1,2 x 10° bungk/ml),
250 ul MSC (z koncentrace od 0,12 x 10° bunék/ml - v poméru 20 : 1,40 :1,80:1,
160 : 1) a 250 ul PHA (10 pg/ml, Pharmacia) nebo lipopolysacharidu (LPS) (5 pg/ml,
Sigma-Aldrich). Dale bylo ve 48jamkové desticce (TPP) v celkovém objemu 1000 pl
kompletniho 10% média RPMI 1640 kultivovdno 500 pul MSC (z koncentrace 0,06 x 10°
bunék/ml) samotnych nebo stimulovanych 500 pul LPS (5 pg/ml). Po 48 hodinach
kultivace byly sbirany supernatanty v objemu 220 pl pro kazdy stanovovany cytokin.

Metodou ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) byla v supernatantu
stanovovana koncentrace IL-10, IFN-y, TNF-a a HGF pomoci DuoSet ELISA kit
(R&D Systems, Mineapolis, MN) a vSechny reagencie byly pouzity v koncentracich
doporucenych vyrobcem. Do 96jamkové desticky s vysokoadsorpénim povrchem
(Costar, Cambridge, MA) bylo naneseno 100 pl primarni protilatky a pfes noc
inkubovano pfi laboratorni teploté. Desticky byly 3krat promyty promyvacim pufrem
(0,05% Tween 20 v PBS) a nasledné byl na 1 hodinu pfti laboratorni teploté ptidan
blokovaci roztok (1% BSA (bovine serum albumine) v PBS). Poté byly desticky 3krat
promyty promyvacim roztokem. Do takto pfipravenych desticek byly napipetovany po
100 pl testované supernatanty a standardy pro dané cytokiny. Desticky byly inkubovany
2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po uplynuti inkubacni doby byly desticky 3krat
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promyty. Do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl detekéni protilatky v reakénim pufru
(0,1% BSA v PBS pro TNF-q, IL-10 a HGF; 0,1% BSA a 0,05% Tween 20 v TRIS
pufru pro IFN-y) a desti¢ky byly inkubovany 2 hodiny. Po 3 promyvacich cyklech bylo
pfiddno 100 pl roztoku Streptavidin peroxidazy do kazdé jamky a desticka byla
inkubovéna 20 minut v temnu pii pokojové teploté. Desticka byla znovu 3krat promyta
a na 20 minut v temnu bylo piidano 100 ul substratu (H,O, : tetramethylbenzidin, 1 : 1,
R&D Systems). Ptidanim 50 ul 2M roztoku kyseliny sirové (PENTA) byla reakce
zastavena a intenzita zabarveni byla detekovana na spektrofotometru Sunrise (Tecan):
méfici filtr 450 nm a referencni filtr 550 nm. Naméiend opticka denzita byla nasledné
ptrepocitana pomoci programu KIM 32 na produkci v pg/ml (na zaklad¢ tedici tady

standardu daného cytokinu).

6.4.3. Real-time PCR

Exprese geni pro imunomodula¢ni molekuly a diferenciacni znaky u MSC a zména
exprese gend pro vybrané cytokiny u PBMC byla stanovena metodou real-time PCR.
Pfi stanoveni exprese genil pro imunomodulacni molekuly bylo 0,4 X 10° MSC
preneseno do mikrozkumavek (Neptune Scientific, San Diego, CA), centrifugovano
(1600 g, 5 minut), bunécna peleta byla resuspendovana v 500 pl ¢inidla TRI Reagent
(Molecular Research Center, Cincinnati, OH) a vzorky byly zamrazeny a uchovavany
pfi -80 °C.

Po rozmrazeni byla ze vzorkl izolovana RNA. Ke vzorkiim bylo pfidano 100 pl
chloroformu (Penta), vzorky byly dikladné promichany a nasledné ponechany 10 minut
pii laboratorni teploté. Poté byly zkumavky centrifugovany (12 000 g, 15 minut, 4 °C).
Do novych mikrozkumavek bylo pievedeno 200 pl vrchni Ciré faze, doplnéno stejnym
mnozstvim izopropanolu (Penta) a dikladné promichano. Zkumavky byly ponechany
10 minut pfi laboratorni teplot¢ a centrifugovany (12 000 g, 10 minut, 4 °C).
Po centrifugaci byl odstranén supernatant a k peletam bylo pfidano 500 ul 75% etanolu
(Penta), mikrozkumavky byly nasledné centrifugovany (1600 g, 5 minut). Etanol byl
poté odstranén, pelety osuseny na vzduchu a resuspendovany na ledu v 10 pl PCR vody
(Top-Bio, Praha, Ceska republika). Vzorky byly zamrazeny pii -80 °C ¢&i piimo pouzity
k reverzni transkripci.

Pomoci Nanophotometer Pearl (Implen) byla stanovena koncentrace vyizolované
RNA. Pro reverzni transkripci do cDNA (complementary DNA) bylo pouzito mnozstvi
odpovidajici 1 ug RNA a objem byl doplnén PCR vodou (Top-Bio) do 8 ul. K roztoku
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byly pfidany 2 pl smési DNazy I (Promega, Madison, WI) o koncentraci 1 U/ul a
reak¢éniho pufru DNazy I (Promega) v poméru 1 : 1. Vzorky byly inkubovany v cycleru
PTC-200 (MJ research) 30 minut pii 37 °C. Ke vzorkiim bylo pfidano po 1 pl RQl
DNase STOP solution (Promega) a nasledovala inkubace v cycleru 10 minut pfi 65 °C.
Vzorky byly rychle zchlazeny na ledu a doplnény 14 pl reakéni smési (5 pl M-MLV
Reaction Buffer (Promega), 5 ul ANTP (z koncentrace 40mM, Promega), 1 ul random
primerd (z koncentrace 100 ng/ul, Promega), 0,5 upl inhibitoru ribonukledz (z
koncentrace 40 U/ul, Promega), 0,5 ul reverzni transkriptizy M-MLV (z koncentrace
200 U/ul, Promega) a 2 ul PCR vody (Top-Bi0)). Vzorky byly inkubovany v cycleru 60
minut pti 37 °C a poté skladovany pti -20 °C. Relativni mira exprese vybranych genti
(Tabulka 4) byla analyzovana metodou real-time PCR za pouziti referen¢niho genu

glyceraldehyd dehydrogenazy (GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).

Tabulka 4: Seznam primert pouzitych pro real-time PCR

Testovany gen Sekvence primeru

GAPDH (S) 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’
GAPDH (A) 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3’
IFN-y (S) 5-ATATTGCAGGCAGGACAACC-3’
IFN-y (A) 5 -TCATCCAAGTGATGGCTGAA-3’
IL-10 (S) 5'-GGTGATGCCCCAAGCTGA-3’

IL-10 (A) 5'-TCCCCCAGGGAGTTCACA-3’

IL-17F (S) 5'- CCGTTCCCATCCAGCAAGAG -3’
IL-17F (A) 5’- ACAGTCACCAGCACCTTCTC -3’
TSG-6 (S) 5'-GGCCATCTCGCAACTTACA-3’
TSG-6 (A) 5'-CAGCACAGACATGAAATCCAA-3’
TGF-p (S) 5'-TATCGACATGGAGCTGGTGAAG-3’
TGF-4 (A) 5'-CAGCTTGGACAGGATCTGGC-3’
IDO (S) 5'-GCCAGCTTCGAGAAAGAGTTG-3’
IDO (A) 5'-ATCCCAGAACTAGACGTGCAA-3’
IL-6 (S) 5'-GACCCAACCACAAATGCCA-3’

IL-6 (A) 5'-GTCATGTCCTGCAGCCACTG-3’
VEGF (S) 5'-CCCACTGAGGAGTCCAACAT-3’
VEGF (A) 5"-AAATGCTTTCTCCGCTCTGA-3’
COX-2 (S) 5'-GTGCAACACT TGAGTGGCTAT-3’
COX-2 (A) 5'-AGCAATTTGCCTGGTGAATGAT-3’
PD-L1 (S) 5'-GGTGAGGATGGTTCTACACAG-3’
PD-L1 (A) 5'-GAGAACTGCATGAGGTTGC-3’
PPARG (S) 5'-CAGGAGATCACAGAGTATGCCAA-3’
PPARG (A) 5-TCCCTTGTCATGAAGCCTTGG-3’
ADPC (S) 5'-GATGAGAGTCCTGGGTGTGAG-3’
ADPC (A) 5'-CTGGGTAGATATGGGATTCAAGAGA-3’
OPN (S) 5'-CAGTTGTCCCCACAGTAGACAC-3’
OPN (A) 5'-GTGATGTCCTCGTCTGTAGCATC-3’

(S) —sense, (A) - antisense
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K pfepsané cDNA bylo ptidano 50 ul PCR vody (Top-Bio). Do 96jamkové PCR
desti¢ky (Life Technologies, Carlsbad, CA) bylo pieneseno 7 ul smési slozené z 0,5 pl
sense a 0,5 pl antisense primeru (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR), 1 ul PCR vody
(Top-Bio) a 5 pl Power SYBR Green PCR master MIX (Applied Biosystems).
Ke smési byly ptidany 3 pl roztoku cDNA pfislusného vzorku.

V cycleru StepOne Plus RT-PCR System (Applied Biosystems) byla provedena
real-time PCR. Pouzity program zahrnoval denaturaci (3 minuty pii 95 °C) a 40 cykla
s nasledujicim teplotnim profilem:

denaturace 20 sekund pfti 95 °C
hybridizace 30 sekund pii 60 °C
elongace 30 sekund pii 72 °C

nacitani fluorescence 5 sekund pii 78 °C

Analyza kiivek tani prob&hla zvySovanim teploty o 0,5 °C kazdych 10 sekund od 55 °C
do 95 °C. Specifita primert byla ovéfovana pomoci kiivek tani a k vypoétu exprese

genu slouzil relativni model kvantifikace v porovnani s genem pro GAPDH.

6.4.4. Stanoveni efektu MSC na lymfocytarni populace pomoci pritokové

cytometrie

Kultivace MSC s PBMC pro stanoveni vliva MSC na T lymfocyty

Ve 24jamkové desticce (TPP) bylo v celkovém objemu 1000 pl kultivovéno po
dobu 72 hodin 500 pl PBMC (z koncentrace 2 x 10° bun&k/ml), 250 pl MSC
(z koncentrace od 0,2 x 10° bungk/ml — v pomé&ru 20 : 1 adale40:1,80:1,160:1a
320 : 1) a250 ul PHA (10 pg/ml) (Pharmacia). Nasledné byly buiiky pievedeny do PBS
a znaCeny pro prutokovou cytometrii. Bunky byly rozdéleny na tfetiny — 1/3 byla
pouzita pro méfeni exprese CD25 a 2/3 byly pouzity pro intracelularni znaceni exprese

transkripénich faktort FOXP3, RORyt, GATA-3 a T-BET.

Méreni exprese aktivaéniho znaku CD25 na T lymfocytech

Prislusné vzorky byly pfevedeny do 96jamkové desticky s kulatym dnem (Nunc) a
centrifugovany (140 g, 3 minuty). Po rozvolnéni bunééné pelety bylo ke vzorkiim
ptidano 10 pl roztoku protilatek anti-CD4, anti-CD8 a anti-CD25 v pfislusné
koncentraci (Tabulka 5) a desti¢ka byla inkubovana 30 minut pii 4 °C.

Po inkubaci byly vzorky 2krat promyty pfidanim 200 pl PBS a centrifugovany
(140 g, 3 minuty). Po promyti byly vzorky nafedény v 200 ul PBS. Za t¢elem oznaceni
mrtvych bun¢k bylo 10 minut pied méfenim pfidano 20 pl Hoechst 33258 (Sigma-
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Aldrich, 1 pg/ml). Méfeni bylo provedeno na pritokovém cytometru LSRII (BD) a

naméfend data byla analyzovdna pomoci FlowJo softwaru (LLC). Reprezentativni

dot ploty znazoriujici gatovaci strategii buné¢nych udalosti jsou uvedeny na Obrazku 6

a reprezentativni dot ploty ukazujici gating experimentalnich vzorkd jsou zobrazeny na
Obrazku 7.

Tabulka 5: mADb pouzité pti znaceni aktivace T lymfocytt

Pouzita
Znak | Fluorochrom pKnlstqlzitk :)Zr?)tgg tk Reaktivita | koncentrace | Vyrobce
Y Y (ug/m)
koncentrace
CD25 | allophycocyanin | MEM-181 | mysi IgGl | ¢lovek neuvedena Exbio
(1:20)
cD4 | FITC rRPAT4 | ™S IO Lo |8 BioLegend
CD8a | PE HITea | ™ 86T govek | 1,2 BioLegend

FITC — fluorescein isothiocyanate, PE — phycoerythrin, Exbio (Praha, CR)

SSC-A

Hoechst 33258

t T T T
o 50K 100K 150K 200K 250K

N

FSC-A

v

T

T T T

5
0 50K 100K 150K 200K 25UK\

FSC-A

Msox |

200K

150K 1

-H

FSC

0 T

T T T

0 50K 100K 150K 200K 250K

7~

FSC-A

Obrazek 6: Reprezentativni dot ploty ukazujici zakladni gatovaci strategii. Gating
bunécnych udalosti, zivotnosti bunék a singlett.
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Obrazek 7: Reprezentativni dot ploty ukazujici efekt MSC na aktivaci CD4" a CD8"
T lymfocytii. Reprezentativni dot ploty ukazujici FMO (fluorescence minus one) kontroly pro
mADb anti-CD4, anti-CD8 a anti-CD25 (A). Reprezentativni dot ploty zobrazujici gatovaci
strategii u vybranych vzorkl nestimulovanych PBMC (PBMC-), PBMC stimulovanych PHA
(PBMC PHA) a PBMC kultivovanych s MSC (v poméru 20 : 1) (B). Pii analyze dat byly
nejprve gatovany CD4", respektive CD8" buiiky, aby byla znisledné analyzy vyloucena
piipadna pfimés MSC. Vysledné hodnoty vyjadfuji procento CD25" bungk z CD4", respektive
CD8" lymfocyt.

Studium efektu MSC na zmény v procentu populaci CD4" lymfocyti

Bunky byly pfevedeny do 96jamkové desticky s kulatym dnem (Nunc) a
centrifugovany (140 g, 3 minuty). Po rozvolnéni bun&tné pelety bylo pfidano 10 pl
roztoku anti-CD4 mAb v piislusné koncentraci (Tabulka 6) a Live/Dead Fixable Violet
Dead Cell Stain Kitu pro znaceni mrtvych bun¢k (fedéno 1000krat, Invitrogen,
Carlsbad, CA) a inkubovano 30 minut pti 4 °C. Po inkubaci byly vzorky 2krat promyty
ptidanim 200 pl PBS a centrifugovany (140 g, 3 minuty).

V dal§im postupu byly pouzivany komponenty FOXP3 Staining Buffer Set -
fixa¢ni/permeabiliza¢ni koncentrat, fedici roztok a permeabiliza¢ni pufr (eBioscience,
San Diego, CA). Po rozvolnéni bunécnych pelet bylo do kazdé jamky pridano 100 pl
fixa¢niho/permeabilizacniho koncentratu (fedéného 1 : 3 v fedicim roztoku) a
inkubovano pii 4 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ byly vzorky 2krat promyty ptidanim
150 pl permeabiliza¢niho pufru (fedény 1 : 10 v destilované vod¢) a centrifugovany
(140 g, 3 minuty).

Nasledné¢ bylo do kazdé jamky ptidano 10 pl roztoku mAb anti-FOXP3 a
anti-RORyt nebo roztoku mAb anti-GATA-3 a anti-T-BET (v pfislusné koncentraci dle
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Tabulky 6) a inkubovano 30 minut pii 4 °C. Pelety byly 2krat promyty pfidanim 150 pl
roztoku permeabilizacniho pufru (fedény 1 : 10 v destilované vod¢) a centrifugovany
(140 g, 3 minuty). Rozvolnéné bunééné pelety byly roziedény ve 200 pul
permeabiliza¢niho pufru, vzorky byly méfeny na pratokovém cytometru LSRII (BD).
Nam¢étena data byla analyzovana pomoci FlowJo softwaru (LLC). Reprezentativni dot
ploty znazornujici gatovaci strategii bunécnych udalosti jsou ukdzany na Obrazku 8.

Reprezentativni dot ploty ukazujici gatovaci strategii na experimentalnich vzorcich

vcetné kontrolnich vzorki jsou uvedeny na Obrazku 9.

Tabulka 6: mAb pouzité pii znadeni transkripénich faktort CD4" T lymfocyti

Klon Izotyp Pouzita
Znak Fluorochrom . . Reaktivita koncentrace 'Vyrobce

protilatky |protilatky

(1g/ml)
CD4 FITC RPA-T4 mysi [gGl k  Elovek 8 BiolLegend
FOXP3 |Alexa Fluor 647 [150D mysi IgG1 k ;L"tlzl;/myy 1,4 BioLegend
CD90.1 |Alexa Fluor 647 |0X-7 mysi IgGl k  jmys/potkan 1,4 BioLegend
RORyt PE AFKJS-9  potkani [gG2a gloveék/my$ 5 eBioscience
CD105 PPE MJ7/18 potkani IgG2a jmys$ 5 eBioscience
) potkani oy N .
GATA-3 PE TWAJ [9G2b « Cloveék/mys 1,2 eBioscience
potkani y .

CD4 PE GK1.5 19G2b « mys 1,2 BioLegend
T-BET  |Alexa Fluor 647 4B10 mysi IgGl k  [Clovek/mys 7,1 BioLegend
CD90.1 |Alexa Fluor 647 |0X-7 mys$i [gGl k  my$/potkan 7,1 BioLegend

FITC — fluorescein isothiocyanate, PE — phycoerythrin. Fialové jsou oznaceny protilatky
reagujici proti mySim antigenim pouzité jako kontrola pro gating intracelularniho znaceni
transkripcnich faktort FOXP3, RORyt, GATA-3a T-BET.
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Obrazek 8: Reprezentativni dot ploty ukazujici zakladni gatovaci strategii bunécnych
udalosti. Gating buné¢nych udalosti, Zivotnosti (Pacific blue), singletd a znaku CDA4.
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Obrazek 9: Reprezentativni dot ploty ukazujici efekt MSC na subpopulace CD4"
T lymfocyti. Reprezentativni dot ploty znazorfiuji gatovaci strategii znaceni transkripénich
faktortt FOXP3, RORyt, T-BET a GATA-3. Pii analyze dat byly nejprve gatovany CD4" buiiky
a nasledné ptislusné transkripéni faktory s ohledem na kontrolni vzorky, pfi jejichz znaceni byl
pouzit stejny postup stim rozdilem, Ze mAb proti danému transkripénimu faktoru byla
nahrazena mAb proti mySim antigentim — viz Tabulka 6).

6.5. Statisticka analyza

Pro vyhodnoceni dat byl vyuzit software Microsoft Excel a GraphPad Prism 5. Pro
srovnani dvou skupin byla signifikance stanovena pomoci t-testu, srovnani vice skupin
s riznym pomérem PBMC : MSC bylo provedeno dvoufaktorovym testem ANOVA
s opakovanim. Srovnani efektu jedné skupiny k referen¢ni hodnoté bylo provedeno
jednofaktorovym testem ANOVA s naslednym Dunnettovym testem. Zobrazené
hodnoty v grafech reprezentuji aritmeticky primér naméfenych hodnot se smérodatnou
odchylkou (SD, standard deviation). Pro oznac¢eni signifikantniho rozdilu mezi MSC
z kontrolni (KON) a ALS skupiny (ALS) byl pouzit symbol * a pro oznaceni rozdilu
mezi MSC ovlivnénymi cytokiny z kontrolni (KONc) a ALS (ALSc) skupiny byl pouzit
symbol . Za signifikantni byly povazovany hodnoty * p < 0,05, ** p < 0,01 a
***p < 0,001.
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Vysledky

V této praci byly testovany fenotypové a funkéni vlastnosti MSC ziskanych
Z kostni dien¢ pacientli S ALS (v nasledujicim textu oznacovano jako ALS skupina) a
dale MSC zkostni dfené pacienti podstupujicich ptfevazné ortopedické operace
(v nasledujicim textu oznaCovano jako kontrolni skupina). Kazdé MSC byly dale
testovany neovlivnéné nebo stimulované prozanétlivymi cytokiny TNF-a, IFN-y a IL-6
po dobu 24 hodin. Ziskana data byla pro vyhodnoceni vysledki rozdélena do ctyf
skupin. MSC z kontrolni skupiny jsou oznacovany v grafech jako ,,KON*, po ovlivnéni
cytokiny jako ,,KONc*“. MSC z ALS skupiny jsou v grafech oznacovany jako ,,ALS* a
po ovlivnéni prozanétlivymi cytokiny jako ,,ALSc*. Toto znaeni je pouzivano v celém
souboru vysledku. Statisticky vyznamny rozdil mezi KON a ALS je v grafech
oznacovan symbolem * a statisticky vyznamny rozdil mezi KONc a ALSc je ozna¢ovan
symbolem . Vysledky vedlejsich statistickych analyz (hodnoceni statistické
vyznamnosti efektu MSC na PBMC ve srovnani se stimulovanymi PBMC bez
pritomnosti MSC a vliv cytokinii na efekty MSC) nejsou vyznaceny v grafech, ale

pouze komentovany v textu.

7. Charakterizace MSC

Pfed porovnavanim funk¢nich vlastnosti MSC bylo tieba ovéfit, Ze se testované
buiikky neli§i v zdkladnich charakteristikdich vcetné metabolické aktivity a exprese
povrchovych znakl. Pfipadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami ve
funk¢nich testech tak mohly byt povazovany za efekt ptisobeni MSC a ne za duasledek

fenotypové nebo metabolické rozdilnosti mezi skupinami.

7.1. Fenotyp MSC

MSC byly charakterizovany pratokovou cytometrii, pomoci které byla
experimentalné ovérena exprese povrchovych znakti CD44 a CD105 a naopak absence
leukocytarnich znakti CD11b a CD45 (Obrazek 10). V ramci testovanych skupin nebyl
zjistén signifikantni rozdil v procentu CD44" a CD105" bunék (> 95 %) a ani v procentu
CD11b" a CD45" bunék (< 2 %) (Obrazek 11). Testované MSC vykazuji standardni

fenotyp bez statisticky vyznamnych odli$nosti mezi skupinami (Stanoveno t-testem).
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Obrazek 10: Fenotyp MSC — reprezentativni histogramy. Reprezentativni histogramy
ukazujici expresi vybranych znaki u kontrolni skupiny a ALS skupiny. Cervena kfivka
predstavuje neznacené MSC, modra MSC znacené piislusnou mADb.
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Obrazek 11: Fenotyp MSC. Metodou pritokové cytometrie bylo stanoveno procento
CD44", CD105%, CD11b" a CD45" bungk. V tomto experimentu byl porovnavan fenotyp
MSC kontrolni skupiny (KON) a ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanych cytokiny
(KONCc a ALSc). Kazdy sloupec piedstavuje pramér + SD pro skupinu 14 vzorkd (ALS a
ALSc) a 15 vzorkd (KON a KONc).
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7.2. Diferenciace MSC

Pro ovéteni a porovnani diferenciacniho potencialu MSC byly butiky stimulovany
induk¢nimi ¢inidly po dobu 14 dnt pro adipogenni diferenciaci a po dobu 21 dnti pro
osteogenni diferenciaci. Diferenciacni potencial MSC byl ovéfen mikroskopicky
(Obrazek 12) a dale byla metodou real-time PCR testovana exprese genu typickych pro
adipogenni diferenciaci (PPARG a ADPC) a osteogenni diferenciaci (OPN)
(Obrazek 13). Pomoci mikroskopické analyzy byla potvrzena schopnost diferenciace
MSC u porovnavanych skupin. Kvantifikaci diferenciace pomoci real-time PCR byla
ukazana signifikantn¢ vys$si mira adipogenni diferenciace u MSC z ALS skupiny. Tyto
vysledky byly navic potvrzeny i dal$i metodou, v niz bylo z obarvenych vzorkli pomoci
izopropanolové eluce uvolnovano Oil Red O a intenzita zabarveni byla stanovena

spektrofotometricky (vysledky nejsou ukazany).

nediferencované adipocyty osteoblasty
pd
O - -
X
wn
-
< - - -

Obrazek 12: Diferenciace MSC v adipocyty a osteoblasty. Adipogenni diferenciace byla
ovétena barvenim tukovych vakuol pomoci Oil Red O a osteogenni diferenciace byla ovéfena
barvenim kalciovych depoziti pomoci Alizarin Red. Obrazky znazormuji reprezentativni
mikroskopické snimky MSC z kontrolni skupiny (KON) a ALS skupiny (ALS). Zvétseni 200x.
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Obrazek 13 : Exprese genti charakteristickych pro adipocyty a osteoblasty. Metodou real-
time PCR byla stanovena relativni exprese gentt ADPC, PPARG a OPN. Genova exprese byla
méfena u nediferencovanych MSC (KON- a ALS-), MSC z kontrolni skupiny (KON) a ALS
skupiny (ALS) a MSC stimulovanych cytokiny (KONc a ALSc). Kazdy sloupec predstavuje
prumér + SD pro skupinu 14 vzorku (ALS a ALSc) a 15 vzorkti (KON a KONc). * znazorfiuje
signifikantni rozdil mezi ALS a KON. Za signifikantni byly povazovany hodnoty * p < 0,05.

7.3. Metabolicka aktivita MSC

Stanoveni metabolické aktivity MSC pomoci WST-1 bylo dalezité pro naslednou
porovnatelnost vysledki z funkénich testi. MSC byly kultivovany 48 hodin v riznych
koncentracich a po pfidani ¢inidla WST-1 a inkubaci byla méfena vyslednad zména
zabarveni pomoci spektrofotometru. Metabolicka aktivita byla u vSech ¢tyt skupin

srovnatelna a jednofaktorovy test ANOVA prokazal, Ze rozdily u vSech koncentraci

MSC nejsou signifikantni (Obrazek 14).
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Obrazek 14: Stanoveni metabolické aktivity MSC. Metabolicka aktivita byla méfena
pomoci WST-1 u MSC kontrolni skupiny (KON) a ALS skupiny (ALS) a MSC
stimulovanych cytokiny (KONc a ALSc). Kazdy bod ptedstavuje pramér + SD pro skupinu
14 vzorkti (ALS a ALSc) a 15 vzorks (KON a KONc).

7.4. Produkce a exprese genii pro imunomodula¢ni molekuly MSC

Exprese genti pro imunomodula¢ni molekuly a produkce téchto faktord je
klicovym mechanismem pisobeni MSC. Metodou real-time PCR byla stanovena
exprese gend pro vybrané imunomodulaéni molekuly (Obrazek 15) a vysledky byly
doplnény metodou ELISA, kterou bylo detekovano mnozstvi produkovaného HGF po
48 hodinach kultivace MSC (Obrazek 16). Mezi ALS a kontrolni skupinou byl
zaznamenan signifikantni rozdil v expresi genu pro IL-6, pficemz MSC z ALS skupiny
vykazovaly signifikantné vyssi expresi nez MSC z kontrolni skupiny. Naproti tomu,
MSC z kontrolni skupiny produkovaly po ovlivnéni prozanétlivymi cytokiny nebo LPS
signifikantn¢ vy$s$i mnozstvi HGF nez stejné ovlivnéné MSC z ALS skupiny.

Pti sledovani vlivu cytokinli na expresi genti pro imunomodula¢ni molekuly bylo
zjisténo, ze MSC z ALS i kontrolni skupiny inducibilné¢ exprimovaly gen TSG-6, IDO a
PD-L1. Prozanétlivé cytokiny rovnéz signifikantné zvySovaly expresi IL-6 u ALS i
kontrolni skupiny. V ostatnich pfipadech nebylo zvySeni exprese gend pro
imunomodulacni molekuly po ovlivnéni prozanétlivymi cytokiny statisticky vyznamné.
V pripad¢ efektu cytokini na produkci HGF bylo zjisténo signifikantni zvyseni
produkce u MSC z kontrolni skupiny bez LPS i v jeho pfitomnosti. Vysledky statistické

analyzy vlivu cytokind nejsou v grafech vyznaceny.
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Obrazek 15: Exprese geni pro vybrané imunomodulaé¢ni molekuly MSC. Metodou
real-time PCR byla stanovena relativni exprese gent pro TSG-6, IDO, PD-L1, IL-6, TGF-B,
COX-2 a VEGF. Genova exprese byla méfena u MSC kontrolni skupiny (KON) a ALS skupiny
(ALS) a MSC stimulovanych cytokiny (KONc a ALSc). Kazdy sloupec pfedstavuje prumeér +
SD pro skupinu 14 vzorkii (ALS a ALSc) a 15 vzorkih (KON a KONc). * znazoriuje
signifikantni rozdil mezi ALS a KON; { znazorfiuje signifikantni rozdil mezi ALSc a KONc. Za
signifikantni byly povaZovany hodnoty * p < 0,05, t p <0,05.
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Obrazek 16: Produkce HGF MSC. Koncentrace HGF byla stanovena metodou ELISA

v supernatanech z MSC kultivovanych po dobu 48 hodin bez ovlivnéni nebo s LPS. Produkce
HGF byla méfena u MSC kontrolni skupiny (KON) a ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanych
cytokiny (KONCc a ALSc). Kazdy sloupec predstavuje priaimér + SD pro skupinu 14 vzorkl (ALS
a ALSc) a 15 vzorkti (KON a KONc). * znazornuje signifikantni rozdil mezi ALS a KON;
tznazornuje signifikantni rozdil mezi ALSc a KONc. Za signifikantni byly povazovany hodnoty
**p<0,0latttp<0,001.

47



8. Funkéni testy MSC

8.1. Inhibice proliferace PBMC

Pro stanoveni vhodného poméru PBMC a MSC pro nésledné funkéni testy byl
sledovan efekt riznych koncentraci MSC na proliferaci PBMC stimulovanych PHA.
Proliferace stimulovanych PBMC byla stanovena mé&fenim inkorporace *H-thymidinu.
Data byla vzhledem k velkému rozptylu hodnot normalizovana a jako referencni
hodnota byly pouzity PBMC stimulované PHA (PBMC PHA = 100 %) (Obrazek 17).
Pomoci testu ANOVA nebyl mezi efektem MSC z jednotlivych skupin zjistén
signifikantni rozdil. Pro dalsi funkéni testy byl vybran pocate¢ni pomér mezi PBMC a
MSC 20 : 1, protoze pii tomto a nasledujicich fedénich jiz nedochazelo k statisticky
vyznamnému inhibi¢nimu efektu MSC na proliferaci PBMC (stanoveno Dunnettovym

testem, tato statisticka analyza neni na Obrazku 17 znazornéna).
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Obrazek 17: Inhibic¢ni efekt MSC na proliferaci PBMC. Po dobu 72 hodin byly kultivovany
PBMC bez simulace (PBMC-), stimulované PHA (PBMC PHA) a PBMC s MSC vV riznych
pomérech (5 : 1 az 160 : 1) v pfitomnosti PHA. Inhibi¢ni efekt byl sledovan u MSC kontrolni
skupiny (KON) a ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanych cytokiny (KONc a ALSc).
Proliferace byla méfena na zakladé inkorporace *H-thymidinu. Data byla normalizovana a jako
referencni hodnota byly pouzity PBMC stimulované PHA (PBMC PHA = 100 %). Kazdy bod
predstavuje prumér + SD pro skupinu 14 vzorkl (ALS a ALSc) a 15 vzorkli (KON a KONCc).
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8.2. Vliv MSC na buiiky prirozené imunity
Nekteré prace prokazaly, ze se builkky piirozené imunity c¢astecné podili na
patogenezi ALS a tudiz muze byt potlaceni jejich efektorovych mechanismii jednim
z moznych terapeutickych uc¢inki MSC. Metodou ELISA byl stanoven vliv MSC na
produkci vybranych cytokint u PBMC stimulovanych LPS a bylo zjisténo posileni

prozanétlivého cytokinu TNF-a (Obrazek 19). Statisticka vyznamnost byla hodnocena
t-testy. V pripad¢ efektu na produkci IL-10 nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi ALS
a kontrolni skupinou. MSC z kontrolni 1 ALS skupiny ovlivnéné cytokiny signifikantné
zvySovaly produkci IL-10 (p < 0,001 pro vSechna fedéni u obou skupin).

V pomérech 20 : 1, 40 : 1 a 80 : 1 byl zjistén signifikantni rozdil v potlaceni
produkce TNF-a mezi kontrolni a ALS skupinou, pticemz MSC z ALS skupiny
potlacovaly tuto produkci vyraznéji. U MSC ovlivnénych prozanétlivymi cytokiny byly
naproti tomu efekty kontrolni skupiny (KONC) srovnatelné se skupinou ALS (ALSc),
protoze stimulace cytokiny u MSC z ALS skupiny v tomto ptipadé nevedla ke zvySeni
inhibicnich schopnosti. Vysledky tohoto experimentu naznacuji, ze by bunky od
pacienti s ALS mohly byt prestimulovany jiz v organismu vlivem probihajiciho
onemocnéni, coz by vysvétlovalo, proc MSC z ALS skupiny inhibovaly produkci

TNF-a srovnatelné jako MSC ovlivnéné cytokiny z kontrolni a ALS skupiny.
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Obrazek 18: Vliv MSC na produkci 1L-10 u PBMC. Koncentrace 1L-10 byla stanovena
v supernatantech z PBMC bez stimulace (PBMC-), stimulovanych LPS (PBMC LPS) a PBMC
kultivovanych s MSC v rizném poméru V ptitomnosti LPS. Efekt na produkci IL-10 byl méfen
u MSC z kontrolni skupiny (KON) a ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanych cytokiny
(KONc a ALSc). Kazdy bod piredstavuje primér + SD pro skupinu 14 vzork (ALS a ALSc) a
15 vzorkd (KON a KONCc).
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Obrazek 19: Efekt MSC na produkci TNF-a u PBMC. Koncentrace TNF-a byla stanovena
v supernatantech z PBMC bez stimulace (PBMC-), stimulovanych LPS (PBMC LPS) a PBMC
kultivovanych s MSC v rizném poméru Vv piitomnosti LPS. Efekt na produkci TNF-a byl méten
u MSC kontrolni skupiny (KON) a ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanych cytokiny (KONc
a ALSc). Kazdy bod ptedstavuje primér + SD pro skupinu 14 vzorkd (ALS a ALSc) a 15
vzorkia (KON a KONc). * znazornuje signifikantni rozdil mezi ALS a KON. Za signifikantni
byly povazovany hodnoty * p < 0,05 a ** p < 0,01.

8.3. Stanoveni vlivu MSC na aktivaci T lymfocytu

Molekula CD25 je a-podjednotkou receptoru pro IL-2 a predstavuje jeden z
aktivacnich znaki T lymfocyti. Bylo prokazano, ze MSC mohou ovliviiovat aktivaci
T lymfocyta stimulovanych PHA a potlacovat u nich expresi aktivac¢nich znaki CD25 a
CD38. Na zéaklad¢ téchto vysledkil jsme ovétovali, zda jsou MSC ziskané od pacientil s
ALS schopny potlacovat expresi CD25 u Th a Tc lymfocytt se srovnatelnou ucinnosti
jako MSC z kontrolni skupiny.

V tomto experimentu byly kultivoviny PBMC s MSC v ruznych pomérech
(od 20 : 1 po 320 : 1) v ptitomnosti PHA po dobu 72 hodin. Nasledné¢ byly bunky
oznaceny pomoci MADb anti-CD4, anti-CD8 a anti-CD25 a meéfeny na pritokovém
cytometru. Gatovaci strategie je ukazana na Obrazku 7 v metodické ¢asti. Vysledky jsou
vyjadieny jako procento CD25" bunék z CD4" nebo CD8" T lymfocyti.

MSC z kontrolni i ALS skupiny snizovaly procento CD25" Th lymfocytii pouze
Vv nejvyssi koncentraci (20 : 1), MSC z kontrolni i ALS skupiny stimulované cytokiny
snizovaly procento CD25" Th lymfocyt statisticky vyznamnéji neZ nestimulované
MSC (Obrazek 20A). Naproti tomu, v piipadé snizeni procenta CD25" Tc lymfocytl
byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi t€¢inkem MSC stimulovanych cytokiny z

kontrolni a ALS skupiny, pfic¢emz MSC z kontrolni skupiny snizovaly podil CD25" Tc
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lymfocyth vyraznéji (Obrazek 20B). Obdobny rozdil mezi MSC z kontrolni a ALS
skupiny je patrny i u nestimulovanych MSC.

V ptipadé snizeni procenta CD25" Tc lymfocyti oproti kontrolnim PBMC
stimulovanym PHA byly MSC z ALS skupiny G¢inné pouze v poméru 20 : 1, naproti
tomu MSC z kontrolni skupiny az do poméru 160 : 1.
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Obrizek 20: . Po dobu 72 hodin
byly kultivovany v riznych pomérech (20 : 1, 40 : 1, 80 : 1, 160 : 1 a 320 : 1) PBMC
stimulované PHA sMSC z kontrolni skupiny (KON), ALS skupiny (ALS) a MSC s
stimulovanymi cytokiny (KONc a ALSc). Procento CD25" bunék z CD4" (A) a CD8" (B)
lymfocytd bylo stanoveno pomoci prutokové cytometrie. Kazdy bod piedstavuje pramér = SD
pro skupinu 14 vzorkd (ALS a ALSc) nebo 15 vzorkia (KON a KONc). § oznacuje signifikantni
rozdil mezi ALSc a KONc (p < 0,05).
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8.4. Vliv MSC na subpopulace CD4" T lymfocyti
Pfitomnost bun¢k adaptivni imunity a piedevsim T lymfocytti byla prokazana
V mistech probihajiciho zanétu v miSe experimentalnich zvifat i v histologickych
preparatech pacientii s ALS. Zda se, ze se patogeneze onemocnéni Ucastni predevs§im
Th lymfocyty a tudiz ovlivnéni rovnovahy mezi populacemi Th lymfocytd by mohlo
prispét ke zpomaleni progrese ALS.

Pfi analyze dat z priitokové cytometrie byly nejprve gatovany CD4" buiiky,
abychom z nasledné analyzy vyloucili piipadnou ptimés MSC, jejichz ¢ést se pti sbéru
vzorkli mohla uvolnit spolu s PBMC. V metodické ¢asti jsou zafazeny Obrazky 8 a 9
ukazujici reprezentativni dot ploty znédzorfiujici gatovaci strategii vcetné gatingu
kontrolnich vzorki. Pro ovéfeni vysledki efektu MSC na procento RORyt™ , GATA-3"
a T-BET" Th lymfocyti byla data navic analyzovana i na zikladé vyneseni stfedni

intenzity fluorescence (vysledky nejsou ukazany).

8.4.1. Vliv MSC na vyvoj a funkce Thl lymfocyti

Thl lymfocyty produkuji mimo jiné prozanétlivy cytokin IFN-y, ktery aktivuje
makrofagy a pfispiva k rozvoji zanétu. V progredujici fazi ALS dochazi k posunu
rovnovahy Th lymfocyti smérem k Thl, coz pfispiva k dal$imu rozvoji neurotoxické
odpovédi zpusobujici odumirani motoneuront. Bylo popsano, ze MSC inhibuji vyvoj i
efektorové mechanismy Thl lymfocyti a potlacuji rozvoj nezadouciho zanéti, coz by u
ALS mohlo vést ke zpomaleni progrese onemocnéni.

PBMC byly kultivovany s MSC v raznych pomérech (od 20 : 1 po 320 : 1)
v pfitomnosti PHA po dobu 72 hodin. Nasledné byly buiiky ozna¢eny pomoci mADb
anti-CD4, fixovany a permeabilizovany, oznaeny protilatkou proti transkripénimu
faktoru Thl lymfocyti T-BET a méfeny na pratokovém cytometru. Vysledky jsou
vyjadfeny jako procento T-BET' bunék z CD4" T lymfocytd (Obrazek 21). Gatovaci
strategie je ukdzana na Obrazku 9 v metodické ¢asti.

MSC signifikantné snizovaly procento T-BET" lymfocytl ve viech pomérech
PBMC : MSC (stanoveno Dunnettovym testem, p < 0,001). Porovnani efektu MSC z
ALS a kontrolni skupiny bylo provedeno t-testy a neukdzalo signifikantni odli$nosti.
Vyrazngj$i snizeni procenta T-BET®™ Th lymfocyti bylo pozorovano u MSC

ovlivnénych prozanétlivymi cytokiny.
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Obrazek 21: Vliv MSC na procento T-BET" Th lymfocytii. PBMC stimulované PHA byly
kultivovany s MSC z kontrolni skupiny (KON), ALS skupiny (ALS) a MSC s stimulovanymi
cytokiny (KONc a ALSc) po dobu 72 hodin. Procento T-BET" bunék z CD4" T lymfocytii bylo
stanoveno pomoci prutokové cytometrie. Kazdy bod piedstavuje pramér + SD pro skupinu 14
vzorki (ALS a ALSc) nebo 15 vzorkd (KON a KONCc).

Vliv MSC na zmény v expresi genu pro IFN-y u PBMC stimulovanych PHA byl
stanoven metodou real-time PCR. PBMC stimulované PHA byly kultivovany s MSC
v poméru 20 : 1 po dobu 48 hodin. MSC z kontrolni i ALS skupiny G¢inn¢ inhibovaly
expresi genu pro IFN-y u PBMC stimulovanych PHA (Obrazek 22). Statistickou

analyzou nebyla prokazéana signifikantni odliSnost mezi kontrolni a ALS skupinou.
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Obrazek 22: VIiv MSC na expresi genu pro IFN-y u T lymfocyta. Metodou real-time PCR
byla stanovena relativni exprese genu pro IFN-y. Genova exprese byla méfena u PBMC
stimulovanych PHA, které byly kultivované s MSC z kontrolni skupiny (KON), ALS skupiny
(ALS) a s MSC stimulovanymi cytokiny (KONc a ALSc). Kazdy sloupec predstavuje primér +
SD pro skupinu 14 vzorkt (ALS a ALSc) a 15 vzorkid (KON a KONc).
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Metodou ELISA byl u PBMC stanoven vliv MSC na produkci IFN-y. PBMC byly
stimulovany PHA a kultivovany s MSC v ruznych pomérech (od 20 : 1 po 160 : 1) po
dobu 48 hodin (Obrazek 23). Ziskana data byla statisticky zhodnocena dvoufaktorovym
testem ANOVA s opakovanim, ktery neprokdzal signifikantni rozdily v potlaceni
produkce IFN-y mezi MSC z kontrolni a ALS skupiny. Vliv cytokini byl hodnocen
t-testem a prokazal signifikantné vyssi inhibici produkce IFN-y pifi ovlivnéni MSC
prozanétlivymi cytokiny v pomérech 40 : 1, 80 : 1 a 160 : 1 u kontrolni skupiny a 80 : 1
a 160 : 1 u ALS skupiny.
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Obrazek 23: Vliv MSC na produkci IFN-y T lymfocyty. Koncentrace IFN-y byla stanovena
v supernatantech z PBMC stimulovanych PHA, které byly kultivované s MSC v rtizném
poméru po dobu 48 hodin. Efekt na produkci IFN-y byl méten u MSC z Kontrolni skupiny
(KON) a ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanych cytokiny (KONc a ALSc). Kazdy bod
predstavuje prumeér + SD pro skupinu 14 vzorkt (ALS a ALSc) a 15 vzorki (KON a KONCc).
8.4.2. Vliv na MSC vyvoj a funkce Th2 lymfocyti

Th2 lymfocyty produkuji celou fadu cytokinti véetné IL-4 a IL-10 podporujicich
progredujici fazi ALS a zména rovnovahy Th lymfocytd V jejich prospéch by mohla
oddalit nastup agresivni faze ALS spojené S rapidnim zhorSenim stavu pacienta.

PBMC stimulované PHA byly kultivovany s MSC v rliznych pomérech (od 20 : 1
po 320 : 1) po dobu 72 hodin. Po oznaeni mAb proti transkripénimu faktoru Th2
lymfocytt GATA-3 byly vzorky méfeny na prutokovém cytometru. Vysledky jsou
vyjadieny jako procento GATA-3" bunék z CD4" lymfocyti (Obrazek 24). Gatovaci

strategie je znazornéna na Obrazku 9 v metodické ¢asti.
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MSC signifikantn& zvySovaly procento GATA-3" Th lymfocytdl v pomérech 20 : 1
az 80 : 1 bez ovlivnéni cytokiny a po ovlivnéni cytokiny v pomérech 40 : 1 a 80 : 1
(stanoveno Dunnettovym testem, p < 0,05). Porovnani ALS a kontrolni skupiny bylo
provedeno t-testem a neukazalo signifikantni odlisnosti. Vyrazngjsi zvySeni procenta
GATA-3" Th lymfocytl bylo pozorovdno bez ovlivnéni prozanétlivymi cytokiny a

efekt se s niz§i koncentraci MSC snizoval.
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Obrazek 24: Vliv MSC na procento GATA-3" Th lymfocytii. PBMC stimulované PHA byly
kultivované po dobu 72 hodin s MSC z kontrolni skupiny (KON), ALS skupiny (ALS) a MSC
stimulovanymi cytokiny (KONc a ALSc). Procento GATA-3" bun&k zpopulace CD4" T
lymfocytl bylo stanoveno pomoci pritokové cytometrie. Kazdy bod ptfedstavuje primér + SD
pro skupinu 14 vzorkd (ALS a ALSc) nebo 15 vzorkd (KON a KONc).

Vliv MSC na expresi genu pro IL-10 u PBMC byl stanoven metodou real-time
PCR. PBMC byly stimulovany PHA a kultivovany s MSC v poméru 20 : 1 po dobu
48 hodin. MSC z Kkontrolni i ALS skupiny G¢inné zvySovaly expresi genu pro IL-10 u
PBMC (Obrazek 25). Statisticka analyza neprokazala signifikantni odliSnost mezi
efektem MSC z kontrolni a ALS skupiny. Efekt MSC na expresi genu pro IL-10 byl

vyrazngjsi U MSC stimulovanych cytokiny.
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Obrazek 25: VIiv MSC na expresi genu pro IL-10 u T lymfocyti. Metodou real-time PCR
byla stanovena relativni exprese genu pro IL-10. Genova exprese byla méfena u PBMC
stimulovanych PHA, které byly kultivované s MSC z kontrolni skupiny (KON), ALS skupiny
(ALS) a MSC stimulovanymi cytokiny (KONc a ALSc) po dobu 48 hodin. Kazdy sloupec
predstavuje primeér + smérodatnou odchylku pro skupinu 14 vzorkd (ALS a ALSc) a 15 vzorki
(KON a KONg).

Vliv MSC na produkci IL-10 byl u PBMC stimulovanych PHA stanoven metodou
ELISA. PBMC stimulované PHA byly kultivovany s MSC v riznych pomérech
(od 20 : 1 po 160 : 1) po dobu 48 hodin (Obrazek 26). Ziskana data byla statisticky
zhodnocena dvoufaktorovym testem ANOVA s opakovanim, ktery neprokazal

signifikantni rozdily v efektu na posileni produkce IL-10 mezi MSC z kontrolni a ALS

skupiny.
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Obrazek 26: VIiv MSC na produkci IL-10 u T lymfocytii. Koncentrace 1L-10 byla stanovena
v supernatantech z PBMC stimulovanych PHA, které byly kultivované s MSC v rizném
poméru po dobu 48 hodin. Efekt MSC na produkci IL-10 byl méfen u kontrolni skupiny (KON)
a ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanych cytokiny (KONc a ALSc). Kazdy bod predstavuje
primér + smérodatnou odchylku pro skupinu 14 vzorkli (ALS a ALSc) a 15 vzork (KON a
KONC).
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8.4.3. Vliv MSC na vyvoj a aktivaci Th17 lymfocyti

Th17 lymfocyty jsou charakteristické prozanétlivym plisobenim a produkci IL-17 a
dalsich prozanétlivych cytokini. I kdyz nebyla dosud jasné popsana jejich role
V patogenezi ALS, je pravdépodobné, Ze snizeni jejich procenta a potlaceni jejich
efektorovych funkci bude mit spiSe pozitivni vliv na prubéh ALS.

VIiv MSC na procento RORyt™ Th lymfocytd byl sledovan pomoci pritokové
cytometrie. PBMC byly kultivovany s MSC v riznych pomérech (od 20 : 1 po 320 : 1)
za stimulace PHA po dobu 72 hodin. Po oznaceni protilatkou proti transkripénimu
faktoru Th17 lymfocytt RORyt byly vzorky méfeny na pritokovém cytometru.
Vysledky jsou vyjadieny jako procento RORyt" bunék z CD4" T lymfocytd (Obrazek
27). Gatovaci strategie je znazornéna na Obrazku 9 v metodické Casti.

Pouze MSC stimulované cytokiny (KONc a ALSc) signifikantn€ snizovaly
procento RORyt" Th17 lymfocyti v poméru 20 : 1 az 80 : 1. Bez ovlivnéni cytokiny
nebyl Dunnettovym testem prokazan inhibiéni efekt u MSC z ALS ani kontrolni
skupiny. Porovnani efektu MSC z ALS a kontrolni skupiny bylo provedeno t-testy a
neukazalo signifikantni odliSnosti. SniZzeni procenta Thl7 lymfocyti bylo tedy
pozorovano pouze u MSC ovlivnénych prozanétlivymi cytokiny a efekt byl zavisly na
koncentraci MSC.
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Obrazek 27: VIiv MSC na procento RORyt" Th lymfocytii. PBMC stimulované PHA byly
kultivované s MSC z kontrolni skupiny (KON), ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanymi
cytokiny (KONc a ALSc) po dobu 72 hodin. Procento RORyt™ bunék z populace CD4™ T
lymfocytl bylo stanoveno pomoci pritokové cytometrie. Kazdy bod pfedstavuje pramér + SD
pro skupinu 14 vzorkt (ALS a ALSc) nebo 15 vzorkt (KON a KONc).
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Efekt MSC na expresi genu pro IL-17 byl méfen metodou real-time PCR
(Obrazek 28). PBMC stimulované PHA byly kultivovany s MSC v poméru 20 : 1.
Statistickd analyza t-testem neprokazala signifikantni odliSnost mezi kontrolni a ALS
skupinou. MSC ovlivnéné cytokiny vyrazngji potlacovaly expresi genu pro IL-17, rozdil
mezi efektem KON a KONCc byl signifikantni (p < 0,05). Dunnettovym testem nebyl

prokdzan statisticky vyznamny inhibi¢ni efekt na expresi genu pro IL-17 ani u jedné

skupiny.
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Obrazek 28: VIiv MSC na expresi genu pro IL-17 u T lymfocytii. Metodou real-time PCR
byla stanovena relativni exprese genu pro IL-17. Genova exprese byla méfena u PBMC
stimulovanych PHA, které byly kultivované s MSC kontrolni skupiny (KON), ALS skupiny
(ALS) a MSC stimulovanymi cytokiny (KONc a ALSc). Kazdy sloupec predstavuje pramér +
SD pro skupinu 14 vzorkt (ALS a ALSc) a 15 vzorkd (KON a KONc).

8.4.4. Vliv MSC na vyvej Treg lymfocytu

Treg lymfocyty piispivaji k zajisténi periferni tolerance a jsou nezbytné pro
zachovani homeostazy v organismu. Jejich protektivni role v patogenezi ALS byla
ovéfena na experimentalnich modelech. Bylo popsano, ze MSC mohou podporovat
diferenciaci Treg lymfocyth produkci TGF-B, coz muze pfispivat k potlaceni zanétu
u ALS.

Vliv MSC na procento FOXP3" T lymfocytii byl uréovan metodou pritokové
cytometrie. PBMC stimulované PHA byly kultivovany s MSC v riznych pomérech
(od 20 : 1 po 320 : 1) po dobu 72 hodin. Po oznaceni protilatkou proti transkripénimu
faktoru Treg lymfocyti FOXP3 byly vzorky méfeny na prutokovém cytometru.
Vysledky jsou vyjadieny jako procento FOXP3" bunék z CD4" lymfocytd (Obrazek

29). Gatovaci strategie je znazornéna na Obrazku 9 v metodické ¢asti.
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MSC z ALS i kontrolni skupiny signifikantné zvySovaly procento FOXP3*
lymfocytd pouze v nejvyssi koncentraci 20 : 1 (stanoveno Dunnettovym testem,
p<0,05). U MSC stimulovanych cytokiny (KONc a ALSc) nebylo prokazano
signifikantni zvySeni procenta FOXP3" T lymfocyti. Pésobeni ALSc nevedlo
k zadnému zvyseni procenta Treg lymfocytl. Porovnani efektu ALS a kontrolni skupiny
bylo provedeno t-testy a ukazalo signifikantni rozdil mezi MSC ovlivnénymi cytokiny z
ALS a kontrolni skupiny V koncentracich 20 : 1, 40 : 1 a 160 : 1 (p < 0,05).
V koncentraci 80 : 1 byl rozdil na hranici statistické vyznamnosti. Vysledky tohoto
experimentu naznacuji, ze ovlivnéni MSC z ALS skupiny cytokiny v tomto piipadé

vedlo Ke snizeni indukéniho efektu na vyvoj FOXP3™ T lymfocyti.

~N
—

l @ KON

ammw ALS

% FOXP3* T lymfocytd
-

e KONC

2 e A Sc

PBMC- PBMC 20:1 40:1 80:1 160:1 320:1
PHA
(PBMC:MSC) + PHA

Obrazek 29: Vliv MSC na procento FOXP3" T lymfocytii. PBMC stimulované PHA byly
kultivované s MSC z kontrolni skupiny (KON), ALS skupiny (ALS) a MSC stimulovanymi
cytokiny (KONc a ALSc) po dobu 72 hodin. Procento FOXP3 * bunék z populace CD4™ T
lymfocytd bylo stanoveno pomoci pritokové cytometrie. Kazdy bod predstavuje pramér + SD
pro skupinu 14 vzorkt (ALS a ALSc) nebo 15 vzorka (KON a KONCc). Statisticka vyznamnost
rozdild mezi skupinami byla hodnocena t-testem. T oznacuje signifikantni rozdil mezi ALSc a
KONCc (p < 0,05).
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Diskuse

MSC z kostni dfen¢ jsou povazovany za vhodny typ kmenovych bunék pro
autologni pouziti v bunétné terapii. Vyuziti MSC je testovano V klinickych studiich
pro jejich rozsahlé reparacni a imunomodula¢ni ucinky. Imunosupresivni plisobeni
MSC by mohlo mit pozitivni efekt na navozeni tolerance u autoimunitnich onemocnéni
¢i nemoci se zapojenim imunopatologickych reakci v progresi onemocnéni. Nicméné,
doposud nebylo dostatecné popsano, zda jsou MSC izolované od pacienti
s imunologicky podminénymi onemocnénimi shodné s MSC od zdravych darci nebo
zda jsou naopak jejich fenotypové ¢i funkéni vlastnosti ovlivnény zanétlivymi procesy
probihajicimi v organismu pacienta.

Studie zabyvajici se funk¢ni charakterizaci MSC izolovanych z tkani pacientt
s revmatoidni artritidou (Sun et al. 2015), roztrousenou skler6zou (de Oliveira et al.
2015) ¢i systémovym lupusem erythematodes (Geng et al. 2014) ukazaly na pozménéné
funkéni vlastnosti (napiiklad omezenou migraci, prolifera¢ni kapacitu, nizs§i osteogenni
diferencia¢ni potencial ¢i sniZzenou aktivitu telomerazy) ve srovnani s MSC od zdravych
darc. V jinych studiich naopak odlisnosti ve vlastnostech MSC u pacienti
s imunologicky podminénymi nemocemi nebyly pozorovany (Cipriani et al. 2013;
Larghero et al. 2008).

Ferrero et al. (2008) testovali MSC od pacientti s ALS a srovnavali je z hlediska
proliferacni aktivity, fenotypu, diferenciaéniho potencialu, délky telomer a zmén
v karyotypu s MSC od zdravych darci. Z jejich vysledkti vyplyva, ze nepozorovali
odlisnosti ve sledovanych parametrech. V soucasné dobé se vSak ukazuje, ze by
studium dalSich, zejména funkénich a imunomodulacnich, vlastnosti MSC mohlo
odhalit odli§nosti v kvalit¢ MSC, ktera je pro uc¢innost bunécné terapie nezbytna.

V této praci jsme se zaméfili na srovnani imunomodulacnich vlastnosti MSC
izolovanych z kostni diené pacienti s ALS a zdravych darci. MSC jsme sledovali
z hlediska vlivu na bunky ptirozené imunity, schopnosti inhibovat proliferaci a aktivaci
lymfocytii a ovliviiovat vyvoj a funkce riiznych populaci CD4" T lymfocytii. Celkem
byly testovany MSC od 14 pacienti s ALS a od 15 zdravych darci.

U MSC z ALS i kontrolni skupiny byl ovéfen fenotyp, pricemz populace
obsahovala > 95 % CD105" a CD44" bungk a < 2 % CD11b" a CD45" bunék. Mezi
skupinami nebyly zaznamenany vyznamné rozdily, coz je v souladu s publikovanymi
vysledky studii zaméfenych na ALS (Ferrero et al. 2008) i jina imunologicky
podminéna onemocnéni (Larghero et al. 2008).
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U obou skupin MSC byla po ovlivnéni diferencia¢nimi ¢inidly rovnéz prokazana
schopnost diferenciace v adipocyty a osteoblasty. U MSC z ALS skupiny byla
pozorovana vyssi exprese geni PPARG a ADPC, naznacujici vy$si miru diferenciace
v adipocyty. Naproti tomu Ferrero et al. (2008) nepozorovali odli$nosti
v diferencia¢nim potencialu MSC od pacientti s ALS a zdravych darct. V jejich studii
byl v8ak diferencia¢ni potencial ovéfovan pouze mikroskopicky. U jinych onemocnéni,
napiiklad u systémového lupusu, byla popsana zhorSend schopnost osteogenni
diferenciace (Tang et al. 2013), ale studie riznych autort se v tomto ohledu rozchazeji
(Geng et al. 2014). V nasich experimentech jsme zaznamenali u MSC z ALS skupiny
pouze zvyseni specifické diferenciace v adipocyty vyvolané induk¢énimi Cinidly a
nikoliv i zvySeni spontanni diferenciace v kontrolnich vzorcich. Zvyseni diferencia¢niho
potencialu u MSC z ALS skupiny je tedy pravdépodobné zpusobeno vyssi citlivosti na
diferencia¢ni ¢inidla nebo vyssi rychlosti diferenciace.

MSC z ALS i kontrolni skupiny vykazovaly srovnatelnou metabolickou aktivitu a
ovlivnéni cytokiny nemé€lo na tento méfeny parametr vliv. Pfredpokladali jsme tedy, ze
pii stejné pocatecni koncentraci MSC v experimentech budou efekty MSC z ALS i
kontrolni skupiny na sledované parametry vzajemné porovnatelné.

Dale byla u MSC sledovana exprese gent pro imunomodulac¢ni molekuly a produkce
HGF. MSC konstitutivné exprimovaly geny pro TGF-B, COX-2, VEGF a IL-6,
inducibilné exprimovaly geny pro TSG-6, IDO a PD-L1 a u bun¢k ovlivnénych
prozanétlivymi cytokiny doslo ke zvySeni exprese genu pro IL-6 a COX-2. U MSC
z ALS skupiny byla zaznamenana signifikantné vyssi exprese genu pro IL-6 a naopak
sniZzena sekrece HGF ve srovnani s kontrolni skupinou. ZvySenou expresi genu pro IL-6
pozorovali také v praci Cipriani et al. (2013) u MSC od pacienti se systémovou
sklerodermii a zvySenou hladinu IL-6 spojovali slepsi schopnosti MSC inhibovat
proliferaci T lymfocytd a s lepSimi imunosupresivnimi G¢inky MSC na lymfocyty. Ve
studii de Oliveira et al. (2015) zabyvajici se porovnanim MSC pacientt s roztrousenou
skler6zou a zdravych darcti byla popsdna odliSnost v transkripénim profilu MSC.
U MSC od pacientt s roztrousenou sklerdzou byla pozorovana snizena exprese genti
HGF a TGF-f1 a komponent signalni drahy HGF. V jejich studii byla snizena exprese
HGF genu a genu jeho signalni drahy spojovana s horsi schopnosti MSC inhibovat
proliferaci lymfocytd, produkovat TGF a podporovat produkci IL-10 u lymfocyta pfi
kultivaci MSC s PBMC. V nasi studii jsme naopak u MSC z ALS skupiny pozorovali
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srovnatelnou schopnost inhibovat proliferaci lymfocytd a pouze mirné zvyseni exprese
PD-L1 TGF-f a VEGF.

Schopnost MSC inhibovat proliferaci PBMC byla u ALS i kontrolni skupiny
srovnatelnd a zdvisld na poméru PBMC a MSC v kultufe. Signifikantni inhibici
proliferace PBMC stimulovanych PHA jsme pozorovali v poméru 5 : 1 a 10 : 1.
V poméru 20 : 1 a vysSich byla jiz proliferace PBMC srovnatelna s kontrolnim vzorkem
PBMC stimulovanych PHA bez piitomnosti MSC. Schopnost MSC inhibovat
proliferaci PBMC in vitro byla popsana v celé fadé studii. Pfi srovnani inhibi¢nich
ucinkt MSC na proliferaci PBMC u pacienti s roztrousenou skleré6zou pozorovali
de Oliveira et al. (2015) horsi schopnosti inhibice proliferace ve srovnani s MSC
od zdravych darct. Naopak srovnatelnou schopnost inhibice proliferace PBMC u MSC
od pacienti s roztrouSenou sklerézou a zdravych darcti pozorovali Mazzanti et al.
(2008).
jednim z mechanismu rozvoje neurotoxické odpovédi u pacientt s ALS. Tento posun je
mimo jiné spojen 1 se zménou cytokinového prostiedi a posunem od produkce
prozanétlivych cytokinti véetné TNF-a, IL-1p a IL-6. V této souvislosti byla testovana
schopnost MSC ovliviiovat produkci IL-10 a TNF-a u PBMC stimulovanych LPS.
U PBMC byla pozorovana zvySena produkce IL-10 pfi kultivaci s MSC bez ovlivnéni
vpoméru 20 : 1 a 40 : 1 (ALS a KON) a ve vSech pomérech u MSC ovlivnénych
cytokiny (KONc a ALSc). Mezi efektem MSC z ALS a kontrolni skupiny nebyly
zaznamenany signifikantni rozdily. Kwon et al. (2014) pozorovali signifikantni zvySeni
produkce IL-10 a exprese genu pro IL-10 u PBMC bez stimulace mitogeny pti kultivaci
S MSC od pacientit s ALS. Dale jsme zjistili, Ze inhibice produkce TNF-a u PBMC
kultivovanych s MSC pacientil s ALS byla signifikantné vyssi nez u kontrolni skupiny,
piiemz u MSC ovlivnénych prozanétlivymi cytokiny byly naproti tomu efekty
kontrolni skupiny (KONc) srovnatelné se skupinou ALS (ALSc), protoZe stimulace
cytokiny u MSC z ALS skupiny vtomto piipadé nevedla ke zvySeni inhibi¢nich
schopnosti. De Oliveira et al. (2015) naopak pozorovali u PBMC kultivovanych s MSC
od pacientd s roztrousenou skler6zou srovnatelnou hladinu TNF-a jako u kontrolnich
vzorki. Odlisné efekty mohou souviset s jinym typem onemocnéni nebo také s absenci

mitogenu pii kultivaci PBMC oproti nasim experimenttim.
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V tomto experimentu jsme tedy u MSC z kontrolni i ALS skupiny pozorovali

rrrrr

-----

piedstavovat jeden z diilezitych mechanismii terapeutického uc¢inku MSC pii 1€cbé
ALS.

Neékteré slozky adaptivni imunity véetné¢ Tc, Thl a Thl7 lymfocyti se zna¢nou
mérou Gcastni imunopatologickych reakci, které se podili na progresi ALS. V dalsi ¢asti
této prace jsme se tedy zaméfili na sledovani vlivu MSC na rtizné populace T lymfocytl
pomoci pratokové cytometrie a dale sledovani vlivu na funkéni vlastnosti T lymfocyti
na urovni genové exprese a produkce cytokint. VIiv MSC na aktivaci Th a Tc
lymfocyti byl stanoven na zakladé exprese aktivatniho znaku CD25. V naSich
experimentech bylo pozorovadno statisticky vyznamné snizeni aktivace Th 1 Tc
lymfocytli pouze pii pouziti nejvyssi koncentrace MSC (20 : 1). Ve schopnosti
inhibovat aktivaci Th lymfocyti nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi
MSC z kontrolni a ALS skupiny. Po ovlivnéni prozanétlivymi cytokiny signifikantné
Iépe inhibovaly aktivaci Tc lymfocytdh MSC z kontrolni skupiny (KONc) ve srovnani
s MSC z ALS skupiny (ALSc). Schopnost MSC inhibovat aktivaci T lymfocyti byla
popsana Vv fad¢ studii (Le Blanc et al. 2004; Park et al. 2011), ale existuji i prace, které
nezaznamenaly Zadnou vyznamnou inhibici exprese aktivacnich znakll v pfitomnosti
MSC (Ramasamy et al. 2008). SniZzena schopnost MSC z ALS skupiny potlacovat
aktivaci T lymfocytl by tak neméla mit na klinicky efekt téchto MSC vyznamny vliv.

Dale jsme sledovali t¢inek MSC na procentuélni zastoupeni subpopulaci CD4"
T lymfocytti. MSC z kontrolni i ALS skupiny G¢inn¢€ snizovaly procento Thl lymfocytt
a zaroven zvySovaly procento Th2 lymfocytd, pfi¢emz mezi ALS a kontrolni skupinou
nebyly zaznamenany signifikantni odliSnosti. Zaroven jsme sledovali u¢inek MSC na
produkci a expresi gentl pro cytokiny typické pro tyto dvé populace Th lymfocyti. MSC
z obou skupin srovnateln¢ potlacovaly expresi genu pro IFN-y, charakteristického pro
Thl lymfocyty, a rovnéz snizovaly jeho produkci u PBMC stimulovanych PHA.
Zaroven MSC posilovaly expresi genu pro IL-10, charakteristického pro Th2
lymfocyty, a zvysSovaly jeho produkci. Nase pozorovani jsou caste¢né v souladu se
studii Kwon et al. (2014), ktefi rovnéz pozorovali u MSC od pacientt s ALS zvyseni
exprese GATA-3 i mnozstvi IL-10, coz svéd¢i o posunu rovnovahy smérem k Th2

lymfocytam, ale nepozorovali vliv MSC na Thl lymfocyty.
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Schopnost MSC posouvat rovnovahu Th1/Th2 lymfocytl je zasadni pro terapeutické
ucinky bunécné terapie ALS, jelikoz byl popsan presmyk z protektivni Th2 na
prozanétlivou Thlodpoveéd’ v neurotoxické fazi ALS.

Soucasné jsme sledovali vliv MSC na procento Th17 a Treg lymfocytd. MSC
z obou skupin uc¢inné snizovaly procento Th1l7 lymfocyti pouze pokud byly predem
stimulovany cytokiny a zaroven zvySovaly procento Treg lymfocytd. MSC z kontrolni
skupiny, ale nikoliv MSC z ALS skupiny, ovlivnéné cytokiny byly schopné ucinné
zvySovat procento Treg lymfocyti. Zaroven MSC 2z obou skupin srovnatelné
potlacovaly expresi genu pro IL-17, charakteristického pro Th17 lymfocyty, a inhibice
byla opét patrna spiSe u MSC ovlivnénych prozanétlivymi cytokiny. U MSC od
pacientli s revmatoidni artritidou byla popsdna snizend schopnost inhibovat
Th17 lymfocyty (Sun et al. 2015). Nase vysledky redukovanou schopnost MSC z ALS
skupiny snizovat procento Thl7 lymfocyti neprokdzaly, naopak byla zjisténa
vyrazngjsi, nikoliv v8ak signifikantn¢, inhibice u MSC z ALS skupiny. MSC od
pacienti se systémovou sklerodermii srovnatelné¢ podporovaly vyvoj Treg lymfocyti
jako MSC z kontrolni skupiny (Cipriani et al. 2013). Naproti tomu vV naSich
experimentech byla prokazéna snizend schopnost MSC ovlivnénych cytokiny z ALS
skupiny indukovat Treg lymfocyty.

V soucasnosti existuje pouze omezené mnozstvi studii, které by se zabyvaly
porovnanim MSC od zdravych darcti a od pacientdi s ALS. Cast tdchto studii navic
porovnava tyto bunky pouze z hlediska fenotypu a diferencia¢niho potencidlu a nikoliv
Z hlediska jejich ptisobeni na buiiky imunitniho systému. Proto byly do diskuse zahrnuty
1 n€které prace srovnavajici MSC od pacientll s vybranymi autoimunitnimi chorobami
S MSC od zdravych darct. V Zadné z uvedenych studii navic nebyl sledovan vliv
prozanétlivych cytokinli na imunomodulacni vlastnosti MSC, ptficemz nékteré rozdily
byly pozorovany pravé u MSC ovlivnénych prozanétlivymi cytokiny.

Pokud bychom m¢li shrnout vysledky této prace, tak jsme zaznamenali u MSC z ALS
skupiny snizenou schopnost potlacovat aktivaci Tc lymfocytl a naopak zvySovat
procento Treg lymfocyti. MSC z ALS skupiny zaroven prokazaly zvySenou schopnost
tlumit produkci prozanétlivého cytokinu TNF-o a vySsi schopnost diferenciace
v adipocyty. U MSC z ALS skupiny byla také prokazana vyssi exprese genu pro IL-6 a
zaroven snizend produkce HGF. Kombinace snizené produkce HGF a zvySené exprese
genu pro IL-6 by mohla castecné vysvétlovat zhorSenou schopnost téchto MSC

zvySovat procento Treg lymfocyt. Nutno dodat, ze MSC z kontrolni a ALS skupiny se
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lisily 1 v expresi gentl pro dal$i imunomodula¢ni molekuly jako je PD-L1, TGF-$ nebo
VEGTF, ale tyto rozdily jiz nebyly signifikantni. Protoze plisobeni imunomodulac¢nich
molekul MSC je komplexni proces zahrnujici sou¢innost né¢kolika molekul, je obtizné
pfesné urcit, které rozdily v expresi imunomodulacnich molekul mohly zplsobit
pozorované rozdily.

Rovnéz se zda, ze MSC z ALS skupiny reaguji odlisné na ptisobeni prozanétlivych
cytokinti, protoze v piipad¢ efektu na zvySeni procenta Treg lymfocytt dosSlo u MSC
Z ALS skupiny po ovlivnéni cytokiny ke snizeni schopnosti indukovat Treg lymfocyty a
stejn¢ tak v pfipadé potlateni produkce TNF-o nedoslo k ofekavanému zvyseni
inhibi¢niho efektu u MSC z ALS skupiny ovlivnénych cytokiny.

Vysledky naSich experiment neprokazaly zasadni odlisnosti ve fenotypu,
Vv expresi genil pro imunomodula¢ni molekuly ani v metabolické aktivit¢ u MSC
Z kontrolni a ALS skupiny. Sledovani funk¢nich vlastnosti a vlivu na buniky imunitniho
systému poukdzalo na c¢astecné pozménénou reaktivitu MSC od pacientd s ALS
na stimulaci prozanétlivymi cytokiny. ProtoZe zjisténé rozdily mezi MSC z kontrolni a
ALS skupiny piedstavuji u MSC z ALS skupiny kombinaci zhorSeni schopnosti
potlacovat aktivaci Tc lymfocytii a zvySovat procento Treg lymfocytd a naopak zlepSeni
schopnosti potlacovat produkci prozanétlivého cytokinu TNF-a, nelze s urcitosti fict, Ze
MSC od pacientit s ALS lze nadale povazovat za jednu z moznych variant 1é¢by ALS.
Nicméné, pro potvrzeni naSich vysledkli bude nezbytné testovat Sirsi spektrum
parametri na vétsi skupiné testovanych vzorkl a pfedevSim se zaméfit na podrobnéjsi

studium odpovidavosti MSC od pacienti s ALS na prozanétlivé prostiedi.
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Zavér

e Pii charakterizaci MSC z kontrolni a ALS skupiny byla zjisténa srovnatelna exprese
povrchovych znakii (> 95 % CD44" a CD105" bundk a < 2 % CD11b" a CD45"
bunék), schopnost diferenciace i metabolicka aktivita.

e MSC zkontrolni 1 ALS skupiny Kkonstitutivné exprimovaly geny pro
imunomodulacni molekuly IL-6, TGF-B, COX-2 a VEGF, piicemz puasobeni
prozanétlivych cytokinti u nich navodilo nebo zvySovalo expresi gent pro PD-L1,
COX-2, TSG-6, IL-6 a IDO. U MSC z ALS skupiny byla v porovnani s MSC
z kontrolni skupiny zjisténa signifikantné vyssi exprese genu pro IL-6 a pod vlivem
prozanétlivého prostredi naopak snizena produkce HGF.

e MSC z kontrolni i ALS skupiny posouvaly u PBMC stimulovanych LPS rovnovahu
mezi produkovanymi cytokiny a zvySovaly produkci IL-10 a naopak potlacovaly
produkci TNF-a. MSC z ALS skupiny signifikantné vice snizovaly produkci TNF-a
v porovnani s MSC z kontrolni skupiny. Po ovlivnéni prozanétlivymi cytokiny byly
naopak efekty MSC z kontrolni a ALS skupiny srovnatelné, protoze stimulace cytokiny
u MSC z ALS skupiny v tomto piipadé neveda ke zvyseni inhibi¢nich schopnosti.

e MSC z kontrolni i ALS skupiny potlacovaly aktivaci Th a Tc lymfocyti. MSC z ALS
skupiny ovlivnéné cytokiny potladovaly aktivaci Tc lymfocyti méné efektivné nez
MSC z kontrolni skupiny.

e MSC z kontrolni i ALS skupiny srovnateln¢ snizovaly procento Thl lymfocytt a
potlacovaly produkci IFN-y a zaroven zvySovaly procento Th2 lymfocyti a
podporovaly produkci IL-10.

e MSC zkontrolni i ALS skupiny ovlivnéné prozanétlivymi cytokiny sniZzovaly
procento Th17 lymfocytd a potladovaly expresi genu pro IL-17. Zaroven tyto MSC
zvySovaly procento Treg lymfocytd. MSC z ALS skupiny ovlivnéné prozanétlivymi
cytokiny procento Treg lymfocyti na rozdil od MSC zkontrolni skupiny
ovlivnénych cytokiny nezvySovaly.

Vystaveni MSC pusobeni prozanétlivych cytokind u nich ve vétSin€ ptipadi vede ke
zvySeni imunomodula¢nich U¢inkt. Nicméné se zda, ze MSC z ALS skupiny reaguji
v porovnani s MSC z kontrolni skupiny na ptisobeni prozanétlivych cytokint odlisné.
U MSC z ALS skupiny doslo po ovlivnéni cytokiny ke sniZeni schopnosti indukovat
Treg lymfocyty a naopak nedoslo ke zvySeni produkce HGF ani ke zvySeni inhibi¢niho
efektu na produkci TNF-a.
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