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Abstrakt

Degenerativni onemocnéni predstavuji sitnice hlavni pficinu ztraty zraku u dospélych
pacientl. V rozvoji téchto onemocnéni hraje dulezitou roli postupné odumirani bunék sitnice a
nezadouci zanétliva reakce, kterd vede k produkci celé fady cytokint, tvorbé inflamazému,
zvySené angiogenezi a vzniku jizev. Tyto patologické stavy maji za nasledek nevratnou
degeneraci bun¢k sitnice. Poskozeny jsou piedevsim bunky epitelidlni pigmentové vrstvy,
fotoreceptory a gangliové bunky. Dostupné lécebné postupy jsou v soucasné dobé velmi
omezené a ucinné pouze v pocateCnim stadiu onemocnéni. Perspektivni moznosti by proto
mohlo byt vyuziti bunécné terapie zalozené na aplikaci kmenovych bunék. Pro terapeutické
ucely je mozné vyuzit mezenchymalni kmenové buitky (MSC, mesenchymal stem cells), které
mohou byt izolovany napiiklad z kostni dfené nebo tukové tkané. MSC jsou schopné produkce
celé tady neuroprotektivnich faktorti, diferenciace, a zaroveit mohou regulovat imunitni
odpovéd.

V této praci byl testovan terapeuticky potencial lokaln¢ podanych MSC na buiiky poskozené
sitnice v experimentdlnim modelu degenerace sitnice. Zaméfili jsme se predevSim na
protektivni piisobeni MSC na fotoreceptory, na regulaci lokalni infiltrace buikami imunitniho
systému a na expresi genll pro cytokiny ucastnici se zanétu. V in vitro modelu byl studovan vliv
MSC na expresi genli pro prozanétlivé faktory u bunék poskozené sitnice a na regulaci
apoptdzy. Testovano bylo také parakrinni pisobeni MSC na degenerovanou sitnici a efekt
vybranych cytokini, které jsou MSC produkovany. Nase vysledky ukazuji, z2 MSC mohou
pusobit protektivné na buiky sitnice, inhibovat u nich expresi genti pro prozanétlivé faktory a
snizovat jejich apoptozu. Regulace imunitni odpovédi v sitnici miize byt zajisténa také pomoci
parakrinniho plisobeni MSC.

Aplikace MSC by tak mohla byt vhodnou 1é€bou pro doposud nelécitelné onemocnéni

sitnice.

Kli¢ova slova: Degenerativni onemocnéni sitnice, mezenchymalni kmenové buiiky, regulace

imunitni odpovédi, neuroprotektivni faktory



Abstract

Retinal degenerative disease are the leading cause of vision loss in adult patients. Important
role in the development of these types of disease play gradual death of retinal cells and an
inflammatory reaction that leads to the production of cytokines, formation of inflamasome,
increased angiogenesis and scar formation. These pathologies result in irreversible degeneration
of retinal cells. Retinal pigmenetd epithelium cells, photoreceptors and ganglion cells are the
most frequently damaged cell types in this conditions. The available treatments are currently
very limited and effective only at the early stages of the disease. Therefore, the use of stem cell-
based therapy could be a promising option. For therapeutic purposes it would be possible to use
mesenchymal stem cells (MSCs) which may be isolated for example from bone marrow or
adipose tissue. MSCs are capable of production of neuroprotective factors, differentiation into
the variety of cells types and regulation of immune response.

In this study we tested the therapeutic potential of MSC administered locally to the damaged
retina in an experimental model of retinal degeneration. We focused on the protective effect of
MSCs on photoreceptor cells, regulation of the local immune response and expression of genes
for cytokines involved in inflammation in vivo. The effect of MSCs on expression of genes for
proinflammatory factors in damaged retinal cells and on the regulation of apoptosis was studied
in vitro. We also determined the paracrine effect of MSCs on the degenerated retina and the
effect of selected cytokines that are produced by MSCs. Our results indicate that MSCs can
protect retinal cells, reduce the expression of genes for proinflammatory factors and decrease
apoptosis. Regulation of immune response in the retinal cells may be also mediated by the
paracrine effect of MSCs.

Application of MSC could therefore be an appropriate and perspective treatment for

currently untreatable diseases of the retina.

Key words: Degenerative retinal diseases, mesenchymal stem cells, regulation of the immune

response, neuroprotective factors
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1. Seznam pouzitych zkratek
AMD (age-related macular degeneration, vékem podminéna makuldrni degenerace)
APC (allophycocyanine, alofykocyanin)
Bax (Bcl2-associated X protein, Bel2-asociovany X protein)
BDNF (brain-derived neurotrophic factor, protein pro rist mozkovych bunék)
CD (cluster of differentiation, diferenciacni antigeny)
Cox-2 (cyklooxygenasa-2, cyklooxygenéaza-2)
RLBP (retinaldehyde-binding protein, protein vazajici kyselinu retinovou)
DC (dendritic cell, dendritické buiiky)
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
DR (diabeticka retinopatie)
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
ESC (embryonal stem cell, embryondlni kmenové bunky)
FACS (fluorescence activated cell sorting, fluorescenci aktivované tfidéni bunék)
FGF (fibroblast growth factor, riistovy faktor pro fibroblasty)
FITC (fluorescein isothiocyanate, fluorescin isothiokyanat)
GAPDH (glyceraldehyd dehydrogenéza)
GFP (green fluorescence protein, zeleny fluorescencni protein)
GDNF (glial cell-derived neurotrophic factor, neurotroficky faktor z glidlni buné¢né linie)
HGEF (hepatocyte growth factor, ristovy faktor pro hepatocyty)
HMGB-1 (high-mobility group box 1)
HO-1 (hemoxygenaza-1)
ICAM-1 (intracellular adhezion molecule 1, mezibuné¢nd adhezivni molekula 1)
IDO (indoleamin 2,3-dioxygenase, indoleamin 2,3-dioxygenaza)
IL (interleukin)

IFN-y (interferon-y)



iNOS (inducible nitric oxide synthase, inducibilni syntaza oxidu dusnatého)
i.p. (intraperitonealni podani)

iPSC (induced pluripotent stem cell, indukované pluripotentni kmenové buriky)
LPS (lipopolysacharid)

mAb (monoclonal antibody, monoklonalni protilatka)

MACS (magnetic activated cell sorting, magneticky aktivované tfidéni bunék)
MHC (major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex)
MSC (mezenchymal stem cell, mezenchymalni kmenové bunky)

NalOs3 (jodi¢nan sodny)

NGF (nerve growth factor, nervovy rustovy faktor)

NK (natural killers, pfirozeni zabijeci)

NMDA (N-methyl-D-asparat)

NO (oxid dusnaty)

PD-L1 (programmed death ligand-1, ligand programované buné¢né smrti)

PE (phycoerythrin, fykoerytrin)

PGE2 (prostaglandin E2)

ROS (reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku)

RT-PCR (real-time polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce v realném
case)

RP (retinitis pigmentosa)

RPE (retinal pigmented epithelium, retinalni pigmentovy epitel)
TGF-p (transforming growth factor-B, transformujici ristovy faktor-p)
TLR (Toll like receptor)

TNF-o (tumor necrosis factor-a, faktor nekrotizujici nadory o)

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling)
VCAM-1, (vascular cell adhezion molecule-1, cévni adhezivni molekula 1)

VEGTF (vascular endothelial growth factor, vaskulérni endotelovy rlistovy faktor)



2. Uvod

Degenerativni onemocnéni sitnice, jako je diabeticka retinopatie (DR, diabetic retinopathy),
vékem podminéna makularni degenerace (AMD, age-related macular degeneration), retinitis
pigmentosa (RP) nebo glaukom, ptfedstavuji hlavni pfi¢inu zhorSeni kvality vidéni az Gplné
ztraty zraku. U pacientli dochazi k nevratnému poskozeni buné€k sitnice a tvorbé novych cév,
které nasledn¢ mohou prosakovat, vytvaret otok a krvaceni sitnice a také piispét k rozvoji
nezéadouci lokélni zanétlivé reakce, zvySené produkei celé fady cytokind, tvorbé inflamazému
a k infiltraci bunék imunitniho systému do poskozené tkané.

V soucasné dobé neexistuje pro tato onemocnéni dostatecné ucinna lécba. Pouzivané
lécebné postupy se zaméfuji na snizeni nezddouci angiogeneze, pfipadné vyuzivaji laser
k oSetteni poskozené sitnice. Jedna se vSak o prostiedky, které nezastavi samotné onemocnéni,
ale pouze zmirni jeho priibé¢h a projevy. Zminéné 1écebné postupy navic nejsou vzdy ucinné,
mohou byt spojeny s dal§imi komplikacemi a nemusi byt vhodné pro vSechny pacienty.
Perspektivou pro 1écbu degenerativnich onemocnéni sitnice by tak mohla byt bunécna terapie
vyuzivajici mezenchymalni kmenové buniky (MSC, mezenchymal stem cell).

MSC jsou bunétnou populaci nachazejici se témét ve vSech tkanich. Vzhledem ke svym
imunomodulac¢nim vlastnostem mohou polarizovat imunitni odpovéd’ a potlacit nezadouci
zanétlivou reakci v tkani. Dale produkuji celou fadu ristovych a neuroptotektivnich faktort, a
tak mohou prispét k ochrané a regeneraci bunck. Dilezitou vlastnosti MSC je také jejich
schopnost diferenciace v riizné bunécéné typy a v neposledni fadé také jejich schopnost migrace
do mista poSkozeni.

MSC byly jiz v né€kolika pracich studovany pro svij potencial v 1é¢bé degenerativnich
onemocnéni sitnice. Jejich diferenciacni vlastnosti by mohly pomoct pii nahrazeni bunék
sitnice, které byly poskozeny, sekrece neuroprotektivnich a rdstovych faktorl podpotit
prezivani bunc¢k a jejich regeneraci, produkce imunomodula¢nich molekul MSC muze
regulovat nezadouci imunitni odpovéd’ a infiltraci bunék imunitniho systému do poSkozeného
oka. MSC jsou cCasto izolovany z kostni dfen¢ nebo tukové tkané, a tak by bylo mozné vyuzit
jejich autologni transplantaci pfimo od pacienta.

I pres fadu studii vSak stale nebyly zcela objasnény vSechny mechanismy, kterymi by MSC

mohly piisobit na poSkozené buiiky sitnice, a proto je potieba dal$iho vyzkumu.
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3. Cil prace

Aplikace MSC predstavuje perspektivni moznost v terapii doposud nelécitelnych
degenerativnich onemocnéni sitnice. Mechanizmy pisobeni MSC na poskozené sitnicové
bunky vsak stale nejsou objasnéné. Cilem této prace je proto studium terapeutického potencialu
MSC v experimentalnim modelu degenerace sitnice v in vivo a in vitro systému.

Ke studiu mechanizmti byl pouzit model chemicky indukovaného poskozeni sitnice u mysi.
Pro testovani uc¢inku MSC izolovanych z kostni dfen¢ mysi byly buiiky aplikovany lokalné do
sklivce a nasledné byl sledovan efekt terapie na fotoreceptory a na regulaci imunitni odpovédi
v bunikach sitnice. Prace byla dale zamétena na studium in vitro ptisobeni MSC na posSkozené
explantaty sitnic a na moznosti parakrinniho ptisobeni MSC na regulaci exprese gend pro
prozanétlivé molekuly. Na zavér byl také zhodnocen potencionalni vliv vybranych cytokint,

které jsou MSC produkovany, na buiiky poskozené sitnice.
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4. Literarni piehled

4.1. Degenerativni onemocnéni sitnice
Sitnice je komplexni struktura sloZzena z nékolika bunéénych typi, které slouzi ke zpracovani

svételnych signdlti. Neurdlni ¢ast sitnice zahrnuje gangliové bunky, Miillerovy buiky,
amakrinni buniky, horizontalni a bipolarni burniky a fotoreceptory, které se dale déli na tyCinky
a &ipky. Ty¢inky jsou citlivéj$i a zajistuji vidéni v $eru. Cipky maji oproti ty¢inkam slabgi
citlivost na svétlo, je jich niz§i pocet a zajistuji barevné vidéni. Fotoreceptory obsahuji
transmembranovy protein rodopsin, ktery po absorpci svétla spousti kaskddu vedouci
k depolarizaci nervovych bunék sitnice. Vrstva epitelidlnich pigmentovych bunék (RPE, retinal
pigmented epithelium) je soucdsti hematoretinalni bariéry a podili se na udrzeni integrity a
homeostazy sitnice a na jejim metabolismu. Nasedd na Bruchovu membranu, kterd dale
prechazi v cévnatku (Obrazek 1). PoruSeni kteréhokoliv z téchto typt bunék vede k poskozeni
zraku az Uplné ztraté vidéni (Hoon et al., 2014; Sundar et al., 2020).

Degenerativni onemocnéni sitnice, pii kterych dochazi k poruseni nckteré z téchto
bunéénych vrstev, predstavuji v soucasné¢ dobé hlavni pfi¢inu ztraty zraku u dospélych
pacientl. Mezi nejrozsifenéj$i onemocnéni tohoto typu se fadi pfedev§im DR, RP, AMD a
glaukom. U vétSiny pacientd jsou postizeny prevazné RPE bunky a fotoreceptory, dochézi ke
zvySené angiogenezi, oxidativnimu stresu, zanétu a naslednému zhorSeni nebo az uplné ztraté
zraku (Ludwig et al., 2019). Ukazuje se, ze nezadouci zanétlivd reakce hraje v rozvoji
degenerativnich onemocnéni sitnice diileZitou roli. Dochézi k aktivaci pfitomnych mikroglii a
migraci makrofagu, které mohou mimo jiné spustit v sitnici tvorbu inflamazému, coz nasledné
vede ke zvySené produkeci interleukinu-1a (IL-1a) a IL-1B. IL-1P je dale produkovan predevSim
makrofagy, které se infiltrovaly do mista poskozeni. Pii degenerativnich onemocnénich sitnice
byly u pacientl zaznamenany lokéni zvysené hladiny i dalSich cytokinil z rodiny IL-1, jako je
naptiklad IL-18, IL-1Ra a IL-36Ra (Wooff et al., 2019).

Nejcastejsi pri€inou poskozeni a ztraty zraku je AMD, ktera se vyskytuje ve dvou formach
—suché a vlhké. U suché formy dochazi postupné ke ztratdm buné€k fotoreceptorti a RPE vrstvy,
zatimco vlhkd forma onemocnéni je charakterizovana piredevSim rychle postupujici
neovaskularizaci. Béhem AMD dochézi k poskozeni hematoretinalni bariéry sitnice, ktera
zajiStuje za fyziologickych podminek homeostdzy oka. Oproti zdravym jedincim dochézi

k navySeni hladiny albuminu, fibrogenu, imunoglobulinu G a slozky komplementu C9. U
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pacientl byly zaznamenany také zvySené hladiny cytokind, jako jsou naptiklad IL-1a, IL-1j,
IL-5,IL-13 aIL-17 (Nassar et al., 2014; Schultz et al., 2019).

bélima

cévnatka

rohovka
sitnice

zrakovy nerv

Bipolarni buiiky
Miilerovy bufikcy
Horizontalni bufikey

Bruchova membrana

Obrazek 1. Anatomie oka a zékladni struktura sitnice (pfevzato a upraveno z Caceres and

Rodriguez-Boulan, 2019)

DR je jednim zdoprovodnych onemocnéni diabetd 1. i 2. typu. Jednd se o jednu
z nejCastéjSich pficin poskozeni a nésledné ztraty zraku ve vyspélych zemich. Onemocnéni
muze byt rozdéleno na neproliferativni DR a proliferativni DR, pfi které dochézi v postizeném
oku k tvorb& novych kapilar. Jednou z ptic¢in posSkozeni sitnice u DR je hyperglykémie, ktera je
nasledné spojena s oxidativnim stresem a zvysSenou tvorbou reaktivnich forem kyslik (ROS,
reactive oxygen species), aktivaci proteinkinazy C a polyolové a hexasaminové drahy (Heng et
al., 2013). U pacientt s proliferativni DR byly pozorovany zvysené hladiny IL-6, IL-8, IL-10,
destickového rastového faktoru a vaskuldrniho endotelového ristového faktoru (VEGEF,
vascular endothelial growth factor) oproti zdravym jedincim (Mallmann and Canani, 2018).

RP je soubor geneticky podminénych onemocnéni, pti kterych dochazi v sitnici k postupné
degeneraci tyc¢inek a nasledné také ¢ipki, coz vede k poSkozeni periferniho vidéni az Gplné

ztraté zraku. Tento typ onemocnéni mizZe byt zpisoben nékolika moznymi mutacemi, véetné
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mutace v genu pro rodopsin. Nékteré studie poukazuji na to, ze velkou roli v rozvoji RP hraje
inflamazém a produkce IL-1B (Wooff et al., 2019).

Glaukom je degenerativni onemocnéni sitnice zptisobené predevsim zvySenym nitroocnim
tlakem, coz vede k poskozeni gangliovych bun¢k a optického nervu. U pacientli Casto nejsou
béhem rozvoje onemocnéni pozorovatelné zaddné ptiznaky, dokud nedojde k samotné
degeneraci nervovych buné¢k a poskozeni vidéni (Weinreb et al., 2015).

Soucasna 1écba degenerativnich onemocnéni sitnice je velmi omezena a vétSinou €inna jen
v urcitém stadiu onemocnéni. Jednou z moznosti je vyuziti laserové terapie, kterd vSak nevyléci
samotné onemocnéni, ale pouze zpomali jeho postup a stabilizuje jeho prib¢h. Dalsi moznosti
je terapie zamétujici se na blokovani VEGF a tim sniZeni angiogeneze a tvorby jizev. I tady
dochazi pouze ke zpomaleni onemocnéni. Protilatka proti VEGF je podavana lokalné a aplikace
musi byt opakovana, a ne vzdy je G¢inna. Navic mize dochéazet ke komplikacim spojenym
s nezadoucim ucinkem anti-VEGF protilatek na dalSi organy téla (Wilkinson-Berka et al.,

2019).

4.2. Experimentalni model farmakologicky navozeného poSkozeni sitnice

Pro studium degenerativnich onemocnéni sitnice existuje nékolik experimentalnich modeli
vyuzivajici chemicky navozené poskozeni sitnicovych bun¢k. Jednou z moznosti je napiiklad
intravitrealni podédni N-methyl-D-asparatu (NMDA), ktery zplsobuje in vivo apoptozu
neurond. Pro degeneraci fotoreceptorii miize byt lokalné podan chlorid kobaltnaty, ptipadné
nitroprusid sodny, ktery zptisobi vazodilataci (Li et al., 2018; Niwa et al., 2016). V mnoha
pracich vyuzivanou latkou pro studium degenerativnich onemocnéni sitnice je také jodicnan
sodny (NalO3), ktery je nejcastéji poddvan systémove.

NalOs je latka s oxidacnimi uc€inky, ktera specificky poSkozuje burky sitnice a zpisobuje
predev§im degeneraci RPE buné¢k, coz néasledné vede k naruSeni i dalSich vrstev. UZ nizké
davky, které jsou podany intraperitonedlné¢ nebo intravendzné, zpisobuji po 24 h u mysi
zvySenou tvorbu superoxidu v oblasti sitnice (Berkowitz et al., 2015). To déle mlze vést
k postupnému poskozeni sitnicovych bunék, migraci makrofagi do oblasti zadniho segmentu

oka a nasledné degeneraci sitnice.
4.2.1. Pisobeni NalO; na buiniky sitnice in vivo
Intraperitoneéalni podani NalO3; v mnozstvi 50 mg/kg vahy zptisobilo u my$i uz po 24 h od

aplikace mirné zmény ve struktuie sitnice, které byly pozorovany in vivo naptiklad pomoci
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laserového oftalmologického zobrazovaciho systému. Na histologickych fezech pak bylo
pozorovano poruseni vrstvy RPE bun¢k. Béhem nasledujicich dnti dochazelo postupné ke
zhorSeni integrity sitnice a 4 tydny po aplikaci NalOs doslo k silné degeneraci sitnice a ztraté
vétSiny fotoreceptori (Obrazek 2). Déle zde doslo k vyznamnému sniZeni exprese RPE-65
proteinu, ktery hraje dulezitou roli v metabolismu vitaminu A, a ve zdravé sitnici je silné
exprimovan (Chowers et al., 2017).

Po 24 h od intravendzni aplikace NalOs byla v sitnicich mySi zaznamenana zvySena exprese
chemoatraktantu pro makrofdgy a mezibunécné adhezivni molekuly 1 (ICAM-1, intracellular
adhezion molecule 1). Po 3 dnech do$lo k nariistu koncentrace IL-1B a IL-6 naznacujici
zvySenou piitomnost makrofagi. Sedmy den pak byly viditelné buniky nesouci znaky pro

makrofagy naakumulované v oblasti RPE bunék (Moriguchi et al., 2018).

o 24 hodin 3.den 1 tyden

Obrazek 2. Pisobeni NalO3 na buné¢éné vrstvy sitnice u kontrolni mysi (A), a mysi, kterym
bylo podano NalO3 24 h (B), 3 dny (C), 1 tyden (D), 2 tydny (E), 3 tydny (F) a 4 tydny (G) od
aplikace. Zdola: vrstva RPE bunék (1), vrstva tyCinek a ¢ipkt (2), zevni jaddrova membrana (3),
zevni plexiformni vrstva (4), vnitini jadrovd membrana (5), vnitini plexiformni vrstva (6),
vrstva gangliovych bun€k (7). U mysi doSlo po intravitredlnim podani NalOs postupné
k degeneraci a naruSeni jednotlivych bunécnych vrstev (pievzato a upraveno z Chowers et al.,

2017).

Balmer et al. (2015) pomoci metody detekce apoptickych DNA fragment TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling) ukazali, ze u mysi po

intravenoznim podani NalOs dochazi k vyskytu TUNEL-pozitivnich bungk. Cast TUNEL-
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pozitivnich bun¢k byla dale pozitivni také na kaspazu. Po podani chemikalie jsou jako prvni
poskozeny predevsim RPE buiiky a az nasledné vrstva fotoreceptorii. U ty¢inek a ¢ipkt dochézi
k nejsiln€j$i degeneraci piiblizné 3. den po aplikaci NalOs3, kdy také dochazi k migraci
makrofagi do sitnice. Nasledné dochazi ke snizeni apoptdzy a priblizné 7. den od podani dojde

k ustaleni probihajiciho poSkozeni (Balmer et al., 2015; Kiuchi et al., 2002).

4.2.2. NalO3 model pro studium degenerativnich onemocnéni sitnice

Aplikace NalOs; byla pouzita v n¢kolika experimentech jako model predevsim pro studium
AMD, pfi které je u pacientl poSkozend RPE vrstva, coz nasledné vede k vytvareni odpadnich
latek ve formé tzv. driiz. U sitnice poskozené systémovym podadnim NalO3 byla pomoci metody
polymerédzové fetézové reakce v realném case (RT-PCR, real-time polymerase chain reaction)
nalezena zvySena exprese genil charakteristickych pro AMD — Htra3 a gen pro slozku
komplementu C3 (Moriguchi et al., 2018). Bhutto et al. (2018) dale ukazali, ze subretinalni
aplikace NalO3 miize zplsobit ohrani¢ené poskozeni RPE vrstvy sitnice, obklopené zdravou
tkani. Tento zptisob podani by tak mohl byt vhodny naptiklad pro studium pozdniho stadia
suché formy AMD — tzv. geografické atrofie makuly.

4.2.3. Pisobeni NalOs na buiiky sitnice in vitro

Efekt NalOs na buiiky RPE byl testovan v nékolika studiich také in vitro s vyuZitim bunécné
linie ARPE-19. Jedna se o lidskou linii bun€k exprimujici specifické znaky RPE-65 a bunécny
protein vazajici kyselinu retinovou (RLBP, retinaldehyde-binding protein) pouZzivanou pro in
vitro experimenty zabyvajici se sitnici a jeji fyziologii. Kultivaci ARPE-19 bungk v pfitomnosti
riznych koncentraci NalO3 doslo u takto ovlivnénych bunék ke zvySené exprese cathepsinu b,
Bcl2-asociovaného X proteinu (Bax, Bel2-associated X protein) a naopak snizeni exprese Bcl-
2. Doslo také k naristu aktivity kaspaz 3 a 7 a kaspazy 1, ktera je soucasti NLRP3 inflamazému.
Kultivace ARPE-19 bun¢k s NalO; vedla ke zvySeni produkce IL-1B a fosforylovaného
transkripéniho faktoru p65. Dalsi studie ukéazaly, Ze u ARPE-19 bun€k dochéazi také
k nekroptoze a uvolnéni HMGB-1 (high-mobility group box 1) z jadra do cytoplazmy uz po 4
hodinach od zacatku kultivace s NalO3 (Hanus et al., 2016; Juel et al., 2013; Mao et al., 2018).

Vyuziti chemického poskozeni sitnice pomoci NalOs by tak mohlo byt vhodnym modelem
pro vyzkum vyuZiti bunécné terapie a aplikace kmenovych bunék pro 1é€bu degenerativnich

onemocnéni sitnice.
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4.3. Kmenové bunky

Kmenové bunky jsou v poslednich letech zkoumany pro moznosti vyuziti v regenerativni
medicing. Jedna se o bunécnou populaci, kterd béhem déleni dava vznik nejen nové kmenové
burnice, ale také buiice dcefing, u které dochazi k dalsi diferenciaci. Vzhledem k nizké expresi
molekul hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC, major histocompatibility complex) a
produkci tfady cytokini a rastovych faktor, maji kmenové builky imunomodulacni a
regenerativni vlastnosti. V nékterych ptipadech mohou byt kmenové buiiky podany autologné
pfimo od pacienta.

Kmenové buiiky miizeme rozdé¢lit na embryondlni kmenové bunky, (ESC, embryonal stem
cell), indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC, induced pluripotent stem cell) a
kmenové bunky z dospélého organismu (Mahla, 2016).

ESC se ziskavaji z blastocysty zarodku a diky své pluripotenci se mohou diferencovat na
rizné bunécéné typy. Jejich vyuZiti ale omezuje Casta tvorba teratomd a etické problémy spojené
s jejich izolaci. iPSC jsou pfipravovany z dospélych bun€k in vitro vnesenim genli pro
transkripéni faktory Oct4, Sox2, Klf4 a cMyc. iPSC mohou byt vyuzivany jako autologni bunky
pfimo od pacienta. Na rozdil od ESC nedochézi k etickym problémim. Naopak nevyhodu
aplikovani iPSC je pouZiti virovych vektorli a mozZnost tvorby teratoml. Kmenové bunky
dospé€lého organismu jsou pfitomny téméf ve vSech tkanich a slouzi predevsim k regeneraci a
udrzeni homeostazy organismu. Radi se mezi né naptiklad hematopoetické kmenové buiiky,
spermatogenni kmenové buiiky a také MSC (Kanji and Das, 2017; Ng et al., 2014; Zomer et
al., 2015).

4.3.1. MSC

MSC jsou bunéénou populaci nachazejici se v témeft ve vSech tkanich a pro lidské MSC byla
Mezinarodni spole€nosti pro bunéénou terapii stanovena 3 zakladni kritéria. Prvnim je exprese
diferenciacnich antigent (CD, cluster of differentiation) CD73, CD90, CD105, a naopak
absence hematopoetickych znakii CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a a molekul MHC
2. tfidy. Déle musi mit schopnost in vitro diferenciace na adipocyty, chondroblasty a osteoblasty
a za standartnich kultivacnich podminek musi vykazovat adherenci k plastovému povrchu

(Dominici et al., 2006).
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4.3.1.1. Diferencia¢ni schopnosti MSC

MSC byly v poslednich letech zvazovany pro terapeutické ucely piredevsim kvili schopnosti
diferenciace v rozdilné bunécné typy. Pro diferenciaci in vitro existuje n¢kolik protokoli
vyuzivajici rozdilné rozpustné faktory, které mohou byt upraveny v zavislosti na zdroji bun¢k
a jejich dalsim vyuziti. Kromé adipocytl, chondroblastii a osteoblastli je mozné diferencovat
MSC také napiiklad v bunky vykazujici znaky pro buiiky srdec¢ni svaloviny, bunky hladkych
svall, neurony a mnohé dalsi. Funk¢ni vlastnosti takto diferencovanych bunck vsak stale nejsou

ptfesné objasnény a je teda potieba dalSich studii (Fitzsimmons et al., 2018).

4.3.1.2. Migra¢ni schopnosti MSC

MSC jsou dale schopny migrovat do mista poSkozeni. Pfesné mechanismy nebyly prozatim
pln€ poznény, ale v n¢kolika studiich bylo ukdzano, ze MSC exprimuji mnozstvi receptort a
adheznich molekul, diky kterym mohou putovat k poskozené tkani. Schopnost migrace je
zavisla na nékolika faktorech, mezi které patii mimo jiné zptisob podani, stafi, pocet pasazi a
zdroj MSC. Schopnost migrace mize byt také ovlivnéna a zvySend kultivaci s riznymi

cytokiny, jako je naptiklad IL-1f nebo IL-6 (Sohni and Verfaillie, 2013).

4.3.1.3. Imunomodulaéni vlastnosti MSC

Dtlezitou vlastnosti MSC je jejich schopnost ovlivnit odpovéd’ imunitniho systému.
Konstitutivné exprimuji transformujici rastovy faktor-f (TGF-B, transforming growth factor-
B), ktery umoznuje polarizaci imunitni odpovédi (Aragjo et al., 2018). MSC v zanétlivém
prostfedi produkuji fadu dal§ich imunomodulaénich molekul. Po stimulaci interferonem-y
(IFN-y, interferon-y) in vitro dochazi u MSC k aktivaci indoleamin 2,3-dioxygendzy (IDO,
indoleamin 2,3-dioxygenase), ktera katalyzuje metabolismus tryptofanu smérem ke kynuerinu.
Expozice IFN-y vede dale ke zvySeni produkce IL-6, ktery miize mit protizanétlivé ucinky,
k expresi PD-L1 (programmed death ligand-1), cévni adhezivni molekuly (VCAM-1, vascular
cell adhezion molecule-1) galektinu-1 a mnoha dalSich molekul (Gao et al., 2016; Huaman et
al., 2019).

Dals$i molekulou schopnou navodit u MSC zvySeni produkce IL-6, ale také naptiklad
rustového faktoru pro hepatocyty (HGF, hepatocyte growth factor) nebo ristového faktoru pro
fibroblasty (FGF, fibroblast growth factor) je IL-1B (Broekman et al., 2016).
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Imunomodulaéni vlastnosti MSC mohou byt také regulovany pomoci faktoru
nekrotizujictho nédory-o (TNF-a, tumor necrosis factor-a). MSC jsou zdroven schopné
snizovat u makrofaglh produkci TNF-a. Dalsimi imunomodula¢nimi molekulami, které jsou
produkované MSC po stimulaci, mohou byt napiiklad cyklooxygenaza-2 (Cox-2,
cyklooxygenase-2), prostaglandin E2 (PGE2) a mnoh¢ dalsi (Saldafia et al., 2019).

Bylo ukézano, ze MSC mohou inhibovat polarizaci makrofagli smérem k M1 populaci,
ktera ma siln¢ prozanétlivé pisobeni, a naopak mohou podpofit diferenciaci smérem k
protizanétlivé M2 populaci (Frangois et al., 2012; Li et al., 2019). Dale mohou piisobit také na
apoptozu neutrofil a snizovat u nich expresi antiapoptickych molekul Bel-xL a Mcl-1 (Su et
al., 2019). U dendritickych bunék (DC, dendritic cell) navozuji expresi IL-10 a naopak potlacuji
sekreci IL-12. To mliZze mit za nasledek sniZeni aktivace bun€k pfirozenych zabiject (NK,
natural killers). /n vivo mohou potlacit migraci DC do lymfatickych uzlin a tim regulovat
odpoveéd’ T lymfocytii (Chiesa et al., 2011; Inzur and Fir, 2015).

V dalsich studiich bylo ukézano, ze MSC mohou in vitro ovlivnit proliferaci T lymfocyti
pomoci produkce chemokinu CCL2. Tato regulace muze probihat nejen na trovni bunééného
kontaktu, ale také diky produkci solubilnich faktort. Proliferace bunék imunitniho systému
muze byt snizena expresi oxidu dusnatého (NO) nebo PGE2. MSC déle inhibuji proliferaci a
diferenciaci T bunéénych populaci Thl a Th17 a v jejich pfitomnosti zvySuji produkci IL-10,
TGF-B a PGE2. MSC tak podporuji aktivaci T regula¢nich bun¢k (Gao et al., 2016; Luz-
Crawford et al., 2013, Zhou et al., 2013). Bunétny cyklus T bun€k muize byt také zastaven
pusobenim MSC v G1/GO fazi (Glennie et al., 2005).

Dalsi pisobeni MSC muze byt sméfovano také na B lymfocyty. I zde mize byt déleni
zastaveno v G1/G0 fazi. MSC pomoci sekrece IL-1RA inhibuji maturaci B bunck a jsou
schopné regulovat produkeci protilatek. Aktivita B lymfocytl miZe byt dale inhibovana pfimym
kontaktem, a to pomoci PD-1/PD-L1 interakce. MSC podporuji produkci IL-10 regula¢nimi B
lymfocyty, coZ ma za nasledek regulaci B bunécné odpovédi. Zaroven snizuji expresi IL-4 a
tim 1 stimulaci B lymfocytt (Corcione et al., 2006; Jiang and Xu, 2019; Lu et al., 2019).

MSC mohou mit za urcitych podminek také prozanétlivy efekt (Obrazek 3). Lidské MSC
exprimuji TLR-1 (Toll like receptor 1), 2, 3, 4, 5 a 6. Hladiny exprese TLR-3 a TLR4 jsou
srovnatelné s hematopoetickymi bunkami. Kultivace MSC s lipopolysacharidem (LPS) nebo
poly I:C (polyinosinic—polycytidylic acid) vede k produkci prozanétlivych cytokint IL-1p, IL-
6, IL-8 a chemokinu CCL-5. Stimulace TLR-3 dale spousti aktivaci NF-xB drahy. Stimulace

TLR také zvySuje in vitro schopnost migrace MSC. (Giudicessi et al., 2008; Romieu-Mourez
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et al., 2009). Zatimco aktivace TLR-4 vede spi$ k produkci prozanétlivych faktorti, TLR-3

-----

sniZeni eliminace MSC pomoci IL-2 aktivovanych NK bunék (Giuliani et al., 2014; Waterman

etal., 2010).

Prozanétlivé faltory

Zvviend reakce
imunitniho systému

Uthameni imumnitniho
systemu

Rovnoviha imunitniho systému

Obrazek 3. MSC mohou diky svym receptorim reagovat na podminky prostfedi a podporit,

nebo naopak utlumit imunitni odpovéd’ (pfevzato a upraveno z Jiang and Xu, 2019).

4.4. Vyuziti MSC pro lécbu degenerativnich onemocnéni sitnice

Protektivni efekt MSC na buriky sitnice byl popsan v n€kolika studiich in vitro i in vivo. Pro
vyuziti bunééné terapie byly studovany mozZnosti migrace do mista poSkozeni, diferenciace
v buné&éné typy, které byly poSkozeny, parakrinni pisobeni MSC a v neposledni fad¢ také

regulace imunitni odpovédi a zanétu.
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4.4.1. Migrace a prezivani MSC v misté poSkozeni

Vilela et al. (2018) studovali pfezivani intravitredln¢ transplantovanych lidskych MSC
izolovanych z kostni dfen¢ a modifikovanych pomoci transdukce exprese luciferdzy-2 v sitnici
kralika. Luminiscence byla pozorovatelnd az do 30. dne od aplikace a vnesené MSC byly
pozorovany pouze v oblasti sklivce. Podobnych vysledkii bylo dosazeno i v dalsi studii, kdy
lidské MSC vneseny intravitrealné do oka kralika piezivaly ve sklivei dva tydny od
transplantace. Bylo také ukdzano, Zze aplikované builky déale extraokularné nemigrovaly
(Labrador Velandia et al., 2018).

Ptezivani transplantovanych MSC v misté poskozeni bylo také testovano v praci, kdy byly
bunky aplikovany potkantim s indukovanym diabetem a s nim spojenou DR. Potkani MSC
oznacené pomoci zelené¢ho fluorescencniho proteinu (GFP, green fluorescence protein) byly
ptitomny v oku 3 tydny po intravitredlni aplikaci u jedincit s DR. Naopak u zdravych jedinct
zde bylo pozorovéno pouze malé mnozstvi GFP pozitivnich bunék (Cerman et al., 2016).
Rajashekhar et al. (2014) ziskali podobné vysledky studovanim lidskych MSC z tukové tkané
transplantovanych intravitrealné mysim s indukovanym diabetem. Také zde byl pocet GFP
znacenych MSC po 21 dnech vyssi u jedincl s vyvolanym onemocnénim oproti zdravym
kontrolam, které obdrZely stejné mnozstvi bun&k. To naznacuje, ze MSC piezivaji piedev§im
v oblasti poSkozeni, zatimco ve zdravé sitnici jejich pocet klesa s Casem podstatné rychleji.
Inkorporace transplantovanych bun¢k do sitnice po intravitrealnim podani vSak muze byt
zavisla nejen na misté poSkozeni, ale také na délce plsobeni. U laserem poSkozené sitnice
potkanii byla po dvou tydnech vétSina intravitrealné vnesenych bun€k piredevsim v oblasti
sklivce, po 4 tydnech pak byla zaznamenana pomal4 migrace do neurdlni ¢asti sitnice a po 8
tydnech byly témét vSechny buniky pIn€ inkorporovany do sitnice (Castanheira et al., 2008).

Krome¢ intravitrealniho podani mohou byt MSC aplikovany také systémove. Po intraven6zni
aplikaci mySich MSC znacenych pomoci GFP nebyly v sitnici u mysi poskozené laserem
nalezeny zadné vnesené buiiky. Piesto vSak bylo zaznamenéano sniZeni apoptdzy a zlepSeni
morfologické struktury oproti nelé€enym jedincim (Jiang et al., 2014). Tyto vysledky ukazuji,
ze pusobeni MSC nemusi byt zavislé pouze na bunééném kontaktu, ale mize byt vyuZito i jejich

parakrinni ptisobent.
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4.4.2. Diferenciace MSC na buriky exprimujici znaky bunék sitnice

V mnoha studiich bylo ukazano, ze MSC maji schopnost diferencovat se v rozdilné bunécné
typy. Béhem degenerativnich onemocnéni sitnice dochédzi u pacientit vétsinou k poSkozeni a
nasledné ztrat¢ bun¢k, predevsim RPE vrstvy a fotoreceptorti. Jejich nahrazeni pomoci vyuziti
diferencovanych MSC proto bylo piedmétem nékolika studii. Mysi MSC kultivované in vitro
v prostiedi simulujici zanétlivé podminky v sitnici exprimovaly znaky typické pro
fotoreceptory: rodopsin, S antigen a rekoverin (Hermankova et al., 2017). Déle doslo u takto
stimulovanych MSC k navySeni exprese Rlbp a Rpe65 — genu typickych pro RPE bunky.
Exprese téchto znakli byla zvySend v piitomnosti IFN-y. Podobn¢ lidské MSC izolované
z tukové tkané kultivované v pritomnosti efektorovych imunitnich bunék a sitnicovych
antigentl vykazovaly uz po 24 h znaky pro retinalni progenitorové burnky. Po 72 h pak dochézelo
u téchto bunck k postupné diferenciaci na dalSi bunécné typy sitnice, jako jsou naptiklad
fotoreceptory, Miilerovy buniky a RPE buiiky (Moviglia et al., 2012).

Dalsi moznosti in vitro diferenciace MSC v buiiky exprimujici znaky pro fotoreceptory je
kultivace v pfitomnosti taurinu, ktery se za fyziologickych podminek hojné vyskytuje v sitnici
a kromé funkce neuromodulatoru a neurotransmiteru mé také protektivni G€inky (Jin et al.,
2009). Podobné tomu bylo 1 v pfipadé mySich MSC, které byly kultivovany s taurinem,
aktivinem A a epidermalnim rastovym faktorem. Ptiblizn€ 30% populace takto indukovanych
bunék vykazovalo znaky typické nejen pro fotoreceptory, ale také pro amakrinni buniky (Kicic
et al., 2003). NavySeni diferenciacniho potencidlu pti in vitro indukci taurinem bylo dosazeno
kultivaci MSC z Whartonova rosolu, kterym byla zvySend exprese erythropoietinu pomoci
transdukce (Ding et al., 2019). MSC izolované z kostni diené¢ mysiho kmene NOD (casto
vyuzivaného pro vyzkum diabetu 1. typu a s nim spojené¢ DR), po indukci pomoci proteinu pro
rist mozkovych bunék (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), nervovym rlstovym
faktorem (NGF, nerve growth factor) a FGF vykazovaly po 14 dnech znaky typické pro
sitnicové bunky, ale diferenciacni potencial byl nizs$i nez u MSC izolovanych z kontrolnich
mysi. To naznacuje snizeni terapeutick€ho potencialu pii autologni transplantaci MSC z kostni
dfené pacientim s DR (Zanto et al, 2013).

Diferenciace MSC v buiiky sitnice byla pozorovana také in vivo. Potkaniim byly 24 h po
indukci poskozeni sitnice pomoci laseru intravitrealné aplikovany MSC z kostni dfen¢ znacené
pomoci DAPI. Osmy den po transplantaci byly tyto buiiky nalezeny inkorporované v sitnici a

vykazovaly znaky pro fotoreceptory, bipolarni bunky a také Miilerovy bunky. U DAPI
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pozitivnich bunék vSak nebyly nalezeny Zzadné znaky typické pro RPE vrstvu bunck
(Castanheira et al, 2008). Naopak u mysi sindukovanym diabetem pomoci aplikace
streptozotocinu, kterym byly podany intravitredlné GFP pozitivni MSC, nevykazovaly
darcovské buiiky 12 tydnl po transplantaci znaky pro sitnicové gliové buiiky, astrocyty ani
pericyty (Ezquer et al., 2016). Pro hlubsi poznani in vivo diferenciace MSC v buiiky sitnice a
jejich nasledny potencidl pro funkéni nahrazeni poskozenych bunék sitnice je vSak nutné

provést dalsi vyzkum.

4.4.3. Regulace imunitni odpovédi v sitnici pomoci MSC

Dutlezitou ulohu v rozvoji degenerativnich onemocnéni sitnice hraje lokalni zanétliva
reakce. V poSkozené sitnici dochdzi k produkci celé fady cytokinl a infiltraci buiikami
imunitniho systému. MSC in vitro reguluji proliferaci T lymfocytl, snizuji expresi IFN-y
dendritickymi bunikami, a naopak zvysSuji sekreci imunomodula¢nich faktord TGF- a PGE2.
Zvysené produkce téchto dvou molekul byly nasledné prokdzany in vivo v sitnici potkant,
kterym bylo navozeno poskozeni gangliovych bunék a poté intravitrealné transplantovany MSC
(Millan-Rivero et al., 2018).

U modelu o¢ni hypertenze, kterd byla u potkanti vyvolana lokalnim podanim hyaluronové
kyseliny, doSlo po 4 tydnech ke zvySeni hladiny exprese IFN-y a TNF-a. Intravitrealni
transplantace alogennich MSC vS§ak tento efekt potlacila. Zaroven byla pozorovana také vyssi
hladina TGF-B oproti kontrolni skupin¢ a nelé€enym jedincim (Emre et al., 2015).

Explantaty sitnic mysi, které byly in vitro kultivovany v zanétlivém prostfedi navozeném
IL-1B, TNF-a a IFN-y exprimovaly po 48 h zvySené hladiny genil pro IL-1a, IL-6 a inducibilni
syntazu oxidu dusnatého (iNOS, inducible nitric oxide synthase). V ptitomnosti MSC byl tento
nariist znateln€ snizen. Podobné tomu bylo 1 pfi in vivo aplikaci cytokinti lokaln€ do sklivce. Po
intravitrealnim podéani IL-1B, TNF-a a IFN-y doslo v sitnici k nariistu populace F4/80", CD80",
CD11b", CD3" a CD54" bunék. Zaroven byly zvySené hladiny exprese gent pro IL-1a, IL-6,
iNOS, TNF-a a VEGF. Pii aplikaci cytokinti spole¢né¢ s MSC vsak byla infiltrace bunék
imunitniho systému a produkce prozanétlivych faktori v sitnici vyznamné sniZena

(Hermankova et al., 2019).

4.4.4. Parakrinni piisobeni MSC na buriky sitnice

MSC jsou schopné in vitro a in vivo produkovat fadu neurotrofickych faktord, které mohou

nasledné pfispét k regeneraci bun¢k a jejich ochrané pted dalSim poSkozenim. Intravitrealni
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podani GFP pozitivnich MSC mySsim s navozenou DR vyrazné zvysilo v sitnici po dobu az 12
tydnt expresi NGF a FGF. Zaroven bylo pozorovano, ze u mysi s DR nedoslo k odumfeni
sitnicovych gangliovych bungk, ale transplantované GFP pozitivni MSC neexprimovaly -3
tubulin (znak typicky pro sitnicové gangliové builky). Terapie méla protektivni efekt, ale
nedoslo k diferenciaci v bunécné typy, které byly onemocnénim poskozeny. Naopak u jedinct,
kterym nebyly aplikovany MSC, byl sledovan vyrazny pokles gangliovych bunék (Ezquer et
al., 2016). NavysSeni neurotrofickych faktort NGF a BDNF po intravitrealnim podani MSC
bylo pozorovéno také v sitnici potkand s navozenym poskozenim gangliovych bun¢k (Millan-
Rivero et al., 2018).

Protektivni u¢inky BDNF na buiky sitnice byly testovany aplikaci MSC, kterym byla
indukovana zvySena samovolna produkce tohoto rlstového faktoru. Po podédni takto
modifikovanych bunék do potkaniho oka poskozeného laserem bylo zaznamendno zlepSeni
optickych nervovych funkci oproti jedinctim, kteti obdrzeli neovlivnéné MSC. MSC by tak
mohly mimo jiné slouzit jako nosi¢ pro distribuci neurotrofnich faktorti do sitnice (Harper et
al., 2011). Lejkowska et al. (2019) dosahli podobnych vysledkli vyuzitim mySich MSC
modifikovanych pomoci lentiviru k expresi BDNF. Takto modifikované bunky ptezily po
intravitrealni aplikaci mySim s poSkozenou sitnici az 3 mésice. Déle bylo pozorovano, Ze u
téchto mysi doslo také ke snizeni exprese proapoptickych genti a naopak navySeni exprese genil
antiapoptickych.

Vliv MSC na snizeni apoptoézy bunék sitnice byl pozorovan i v dalsi praci, kdy u MSC
1zolovanych z tukové tkané potkani byla indukovana zvySend exprese hemoxigenazy 1 (HO-
1), enzymu s antioxidativnimi G¢inky. Gangliové buiky sitnice byly nasledné kultivovany in
vitro s peroxidem vodiku, ktery navodil u téchto bun€k zvySenou hladinu ROS a zvySeni
exprese proapoptickych faktord, jako je Bax a kaspdza 3. V ptitomnosti MSC exprimujicich
HO-1 bylo zaznamenéno snizeni exprese téchto proapoptickych genti a naopak zvySeni exprese
anti-apoptického genu Bcl2. Podobnych vysledkli bylo dosaZeno také in vivo, kdy bylo
srovnano pouziti neovlivnénych MSC a MSC se zvySenou expresi HO-1 u potkanti s navozenou
degeneraci sitnice. Snizeni exprese proapoptickych gentli a zvySeni exprese antiapoptickych
genll bylo pozorovano oproti neléenym jedincim u obou skupin, kterym byly aplikovany
MSC, ale efekt byl vyraznéjsi pti pouziti modifikovanych bunék (Li et al., 2017).

Pro terapeutické Ucely je studovan také parakrinni efekt MSC s vyuzitim kondiciovaného
média. Kondiciované médium z kultivace lidskych MSC izolovanych z tukové tkané€ sniZzovalo

in vitro degeneraci lidskych epitelidlnich buné€k sitnice poSkozenych vystavenim vysoké
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hladin€ glukosy a TNF-a. MSC byly béhem kultivace stimulovany cytokiny TNF-a a IFN-y,
které v bunikach navodily imunomodulacni vlastnosti a zvySenou expresi nékterych cytokini,
jako je napiiklad CCL2, IL-6, IL-8 a dalsi. Nasledné intravitrealni podani takto kultivovanych

bunék Ins24kit

myS$im (modelovy kmen pro studium DR) snizilo po 3 tydnech od transplantace
propustnost retindlni bariéry oproti neléenym jedinctim. Podobné tomu bylo i pfi pouziti
kondiciovaného média, coz naznacuje, ze velkou ulohu pii pouziti této terapie hraje parakrinni
pusobeni MSC (Elshaer et al., 2018).

Dal$i moznosti pii terapii onemocnéni sitnice je systémové podani MSC. U mysi s
poskozenou sitnici laserem nebyly po intravendéznim podéni v oblasti oka nalezeny MSC
oznaceny GFP. Pfesto doSlo k poklesu matrix metaloproteinazy 2 (kterd je spojena
s patologickymi stavy zahrnujicimi naptiklad remodelaci tkan€) oproti nelé€enym jedinctim,

kde byla produkce tohoto enzymu siln¢ zvysena (Jiang et al., 2014).

4.4.5. Vyuziti MSC pro 1é¢bu sitnice na modelu NalOs

Poskozeni RPE vrstvy sitnice, degenerace fotoreceptorli a naslednd migrace makrofagi po
systémovém podani NalO3 ptedstavuje vhodny model pro sledovani terapeutického potencidlu
transplantovanych MSC. Subretinalni podani lidskych MSC z tukové tkané 24h po indukci
poSkozeni sitnice pomoci NalOs; zlepSilo u mySiho modelu stav RPE vrstvy bunck,
fotoreceptorti a bunék vnéjsi jadrové vrstvy (Barzelay et al., 2018).

Piezivani MSC v oku poSkozeném systémovym podanim NalO; bylo pozorovano také u
potkanti. MSC, do kterych byl vnesen gen pro GFP, byly aplikovany subretindlné¢ v mnozstvi
priblizné 200 000 bun¢k 4. den od navozeni poskozeni. Paty tyden od transplantace byly GFP
pozitivni builkky nalezeny piedev§im v subretindlni oblasti, naopak nedochéazelo k jejich
integraci do neuroretiny. U téchto bun€k byla navic pomoci imunohistochemické analyzy
zaznamenana exprese rodopsinu a gliového fibrildrniho kyselého proteinu (Gong et al., 2008).

Machalinska et al. (2013) se zam¢tili u modelu vyuzivajiciho NalO3 k poSkozeni sitnice na
studium vlivu, migrace a ptezivani transplantovanych MSC, kterym byla pomoci lentivirového
vektoru transdukovana exprese neutrophinu-4. Neutrophin-4 patii do rodiny rastovych faktora,
které hraji dileZitou Glohu v pfezivani nervovych bunék a zaroven se mohou také podilet na
migraci a proliferaci. Takto geneticky modifikované MSC byly po intravitrealni aplikaci mySim

nalezeny integrované v zadnim segmentu oka i 3 mésice po transplantaci.

25



GFP pozitivni buiiky z kostni dfené podané intravitrealné mysim, kterym bylo navozeno
poskozeni sitnice pomoci NalO3, byly nalezeny 7. den od transplantace v oblasti sitnice, jejich
pocet se vSak po dalSim tydnu snizil (Atmaca-Sonmez et al., 2006) Naopak po aplikaci NalO3
nebyly intraperitonealn¢ podané MSC z tukové tkan€ nalezeny v oblasti sitnice, piesto vSak
bylo u lé¢enych jedincti zaznamenéno zlepSeni vrstvy fotoreceptorti oproti neléCenym mySim.
To ukazuje, ze 1 v tomto piipadé nemusi byt efekt terapie zavisly pouze na bunééném kontaktu
(Heo et al., 2018).

Migrace bun¢k piimo z kostni diené, pii navozeni degenerace sitnice pouzitim NalOs, byla
studovana také v dalSich modelech. MySim s GFP pozitivnimi bufikami kostni diené byly 4
hodiny po aplikaci NalOs; poddvany hematopoetické ristové faktory — faktor stimulujici
granulocyty a FIt3 ligand. Zatimco samotné podéani retinatoxinu nezpusobilo u sledovanych
mysi navySeni bun€k kostni diené v periferni krvi, po podani zminénych rlstovych faktori
doslo k jejich vyplaveni a migraci do mista poskozeni (Li et al., 2007).

V in vitro modelu byl testovan vliv MSC na lidské ARPE-19 bunky kultivované spole¢né s
NalOs. V neptitomnosti MSC dochazelo u RPE buné¢k po plisobeni NalO3 ke zvySeni exprese
IL-1PB, proapotického proteinii Bax a naopak snizeni antiapoptického Bcl-2. Tento efekt byl
snizen v pfitomnosti MSC. Krom¢ protektivnich ucinkit MSC také indukovaly zvySeni
proliferativnich schopnosti ARPE-19 bun&k kultivovanych s NalOs. Toto navySeni bylo
zpisobeno sekreci FGF (Mao et al., 2018).

4.5. Priklady klinickych studii

Klinickeé studie vyuziti MSC pro 1écbu degenerativnich onemocnéni sitnice jsou v soucasné
dobé ptedevsim v 1. a 2. fazi, kdy je testovana bezpe€nost pouZziti této terapie. MSC pouzivané
v téchto studiich jsou izolovany z kostni diené¢, tukové tkané nebo Whartonova rosolu a
nasledné jsou aplikovany lokdlné pacientim s degenerativnim onemocnénim sitnice, jako je
napiiklad RP, AMD, DR a glaukom (clinicaltrials.gov).

V ukoncenych studiich vyuzivajicich lokéalni podani autolognich MSC izolovanych z kostni
dfené nebyl u pacientli zaznamenan vyskyt lokalni zanétlivé reakce po aplikaci bunck, ani
nedochézelo k hyperproliferaci. Piesto vSak je potieba dalSich studii pro ovéfeni ucinkl této

terapie (Park et al., 2014; Siqueira et al., 2015; Weiss and Levy 2018).
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5. Metody

5.1. Zvirata

Do pokusti byly pouzity samice mysi imbredniho kmene BALB/c ve véku 15-18 tydni. Mysi
pochazely z chovu Ustavu molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky, v. v. i. (UMG
AV CR). Vsechny experimenty byly schvaleny etickou komisi Ustavu experimentalni

mediciny, AV CR.

5.2. Media a roztoky
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), s obsahem

5% nebo 10% tepelné inaktivovaného fetalniho teleciho séra (fetal calf serum, FCS, Gibco,
Saranac, NY), antibiotika streptomycin (100 pg/ml, Sigma-Aldrich) a penicilin (100 U/ml,
Sigma-Aldrich) a HEPES pufru (10mM, Sigma-Aldrich), dale ozna¢ovano jako DMEM, bylo
pouzito k izolaci a kultivaci MSC.

Explantaty sitnic byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), s obsahem 10%
inaktivovaného FCS (Gibco, NY), streptomycin (100 pg/ml, Sigma-Aldrich) a penicilin (100
U/ml, Sigma-Aldrich) a HEPES pufru (10 mM, Sigma-Aldrich).

Pro FACS analyzu a pro ptipravu roztoku NalOs3 byl pouzit fosfatovy pufr (PBS, 8 g NaCl,
0,2 g KCl, 0,24 g KH2PO4 a 1,44 NaxPOg4 v 1 litru destilované vody, pH = 7,2, pfipraveny
v servisni laboratoii UMG AV CR).

Pro pripravu jednobunééné suspenze bunék explantatd sitnic byl pouzit 1% roztok
kolagenazy I (Sigma-Aldrich) a Hankdv pufrovy roztok s hofecnatymi a vépenatymi ionty
(HBSS®*"Me* Hank’s balanced salt solution, UMG AV CR).

Roztok NalOs (sodium iodate, Sigma-Aldrich) pro in vivo navozeni degenerace sitnice byl
pfipravovan v koncentraci 2,5 mg/ml rozpusténim v PBS.

Anestetika Calypsol (xylasini hydrochloridum, 20 mg/ml, Bioveta, a.s, Ivanovice na Hané,
CR) a Rometar (ketamini hydrochloridum 50 mg/ml, Bioveta, a.s, Ivanovice na Hané, CR) byly
ptipraveny s H>O pro tkanové (UMG AV, CR) v poméru 1:10 (Calypsol) a 1:5 (Rometar).

5.3. Technické vybaveni

- Prittokovy cytometr LSR II (BD, Franklin Lakes, NJ)

- Magneticky separator AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec, Auburn, CA)
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- Opticky mikroskop Olympus CKX31 (Olympus, Tokio, Japan)

- Opticky mikroskop Olympus CKX41 (Olympus, Tokio, Japan)

- Operacni mikroskop Leica (Wild Heerbrugg — Leitz, Heerbrugg, CH)
- ELISA reader Sunrise (TECAN, Ménnensdorf, CH)

- Spektrofotometr Nanodrop ND 1000 (Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE)
- Cykler StepOne Plus RT-PCR (Applied Biosystems, Carlsbad, CA)

- Cykler PTV-200 (MJ research, Warertoen, MA)

- Centrifuga Universal 320R (Hettich, DE)

- Centrifuga Universal 320 (Hettich, DE)

- Minicentrifuga Cleaver (Cleaver Scientific Ltd, Warwickshire, UK)

- Vortex IKA MS1 minishaker (IKA Works, Staufen im Breisgau, DE)
- Trepacka IKA MS3 digital shaker (IKA Works, Wilmington, NC)

- CO; inkubator (Sanyo Electric, Osaka, Japan)

- Laminarni box Clean Air (Telstar, JA Woerden, NL)

5.4. Pouzity software
- StepOne Software 2.2.2 — vyhodnoceni dat z RT-PCR

- Microsoft Excel — vyhodnoceni dat z RT PCR

- GraphPad 8.0 — statistické zpracovani vysledkl

- FACSDiva Software (BD) — ovladani pratokového cytometru

- FlowJo 9 (LCC, Ashland, OR) — vyhodnocené dat z pritokového cytometru

- Kim 32 (Schoeller Instruments, s.r.o., Praha, CR) — zpracovani spektrofotometrickych dat

5.5. Izolace, kultivace a separace MSC

MSC byly izolovany z kostni dien¢ mysi BALB/c vyplachem z holennich a stehennich kosti
pomoci 5% DMEM. Kostni dfeni byla dale zhomogenizovana ve sklenéném homogenizatoru,
pfenesena do zkumavek a 8 minut centrifugovana pfi 170 g. Peleta bun€k byla nasledné
resuspendovana v 5 — 6 ml DMEM a prenesena do 25 cm? kultivaéni lahve (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), ve které byly builky dale kultivovany v CO»
inkubdatoru pti 37 °C. K odstranéni neadherentnich bun¢k byly buiiky kostni dfen¢ po 48 h
kultivace oplachnuty mediem DMEM nahiatym na 37 °C. Nasledn¢ byly adherentni buniky dale
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kultivovany a pasazovany v 75 cm? kultivaénich lahvich (Thermo Fisher Scientific) po dobu 16
dnti.

Po uplynuti této doby bylo z kultivaénich lahvi odstranéno medium, pfiddn 1 ml 0,5 %
trypsinu (Sigma) a po 5 min. pfiddno DMEM medium. Neuvolnéné buiiky byly pfevedeny do
suspenze pomoci sterilni Skrabky. Bunky byly pfeneseny do zkumavek a centrifugovany 8
minut pii 170g. Vznikla peleta byla nafedéna DMEM mediem a koncentrace bun€k byla
stanovena pomoci Biirkerovy komirky. Pro separaci MSC bylo na kazdych 107 bunék piidano
70 ul autoMACS pufru (magnetic activated cell sorting, magneticky aktivované tfidéni bunek;
Miltenyi Biotec), 15 pul CD11b MicroBeads (Miltenyi Biotec) a 15 pul CD45 MicroBeads
(Miltenyi Biotec) a vzorek byl ponechan 15 min. pti 4 °C. Po uplynuti této doby byly buiky
oplachnuty nadbytkem autoMACS pufru a centrifugovany 8 min pii 170g. Vznikla peleta byla
resuspendovana v 500 pl autoMACS pufru a buiiky byly piefiltrovany ptes silonovy filtr do
nové zkumavky. Nasledné byly buiiky separovany metodou MACS. K negativni frakci bylo
pridano DMEM medium a MSC byly dale pouzivany do pokust.

Pro detekci relativni genové exprese byly MSC kultivovany ve 24-jamkové desticce
(100 000 MSC/jamka; TPP Trasadingen, CH) v1 ml DMEM nebo v1 ml DMEM a
v ptitomnosti prozanétlivych cytokinti IFN-y, TNF-a a IL-1B (PeproTech, Rocky Hill, NJ)
v koncentraci 10 ng/ml. Po 48 h kultivace bylo medium odebrano a buniky byly pfeneseny do
500 pl TRI reagent (MRC, Molecular Research Center, Cincinnati, ME) spole¢né s 1,5 pl
Polyacyl carrier (MRC) a zamraZeny v -80 °C.

5.6. Model poSkozeni sitnice in vivo

Mys$im bylo intraperitonealné (i.p.) podano 400 pl roztoku NalOs; v PBS v koncentraci 2,5
mg/ml. Mnozstvi aplikovan¢ho NalO; odpovidalo 50 mg/kg. Kontrolni mysi obdrzely stejné
mnozstvi PBS bez NalO;s.

5.7. Lokalni aplikace MSC

Mysi byly uspany intramuskularné pomoci injekéni sttikacky Omniflix U-100 insulin (B.
Braun Melsungen AG, DE) 340 ul smési Calypsolu a Rometaru v poméru 1:1. Po uspani byly
o¢i rozkapany kapkami UNITROPIC 1% (Unimed Pharma s.r.o., Bratislava, SK) a
NEOSYNEPHRIN 10% (Urspharm s.r.o., Praha, CR) a pod opera¢nim mikroskopem bylo
pomoci mikrostiikacky s objemem 5 pl a 33G jehly (Hamilton, Reno, NV) do pravého oka
podano intravitredlné 2 pl MSC (20 000 bunék v bezsérovém RPMI 1640 mediu), nebo 2 pl
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bezsérového RPMI 1640 media. Nésledné bylo po zakroku oko oSetfeno o¢nim gelem VIDISIC
(Dr.Gerhard Mann Pharma, Berlin, DE).

5.8. Odbér explantati sitnic

Pod operacnim mikroskopem byly z ocni koule odstranény rohovka, ¢ocka a sklivec.
Neuralni ¢ast sitnice byla nasledn¢ opatrné vyjmuta a prenesena do 48-jamkové desticky (TPP)
pro dalsi kultivaci v CO> inkubatoru pii 37 °C, ptipadné pienesena do 500 pl TRI reagent
spole¢né s 1,5 ul Polyacyl carrier a zamrazena v -80 °C, nebo byla zhomogenizovana a vyuzita

pro analyzu pomoci FACS (fluorescence activated cell sorting, fluorescenci aktivované tiidéni

bungk).

5.9. Model poSkozeni sitnice in vitro

Pod operacnim mikroskopem byly z o¢ni koule odstranény rohovka, ¢ocka a sklivec. Zadni
segment spolecné s neporusenou vrstvou RPE buné€k a neurdlni sitnici (Obrazek 4.) byl
nasledné ptenesen do 48-jamkové desticky obsahujici 10% RPMI 1640 medium nebo medium

obsahujici NalOs v poZzadované koncentraci podle pokusu. Zadni segment oka byl nésledné

kultivovan po dobu 24 h, 48 h nebo 72 h.

5.10. Kultivace sitnice a zadniho segmentu oka s MSC

Do 48-jamkové desticky bylo naneseno 20 000 MSC na jamku v 1 ml DMEM. Po 24 h bylo
medium odebrano a pfidano 10% RPMI 1640 medium, pfipadné¢ RPMI 1640 medium s 0,5
mg/ml NalOs. Do jamek byly nasledné pfidany zadni segmenty spole¢né s neuralni ¢asti sitnice,
nebo samotnd neuralni sitnice. Desticka byla dale kultivovana 48 h v CO» inkubatoru pii 37 °C.
Poté byly explantaty sitnic pteneseny do 500 pl TRI reagent s 1,5 pl Polyacryl carrier, a

zamrazeny v -80 °C.
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rohovka

zrakovy nerv

Obrazek 4. Odbér zadniho segmentu. Zelené je vyznacCena oblast zadniho segmentu

odebirana pro in vitro kultivaci (pievzato a upraveno z Caceres and Rodriguez-Boulan, 2019).

5.11. Kultivace zadniho segmentu oka v pritomnosti NalO; a se

supernatantem z MSC nebo vybranymi cytokiny

Pro testovani parakrinniho ptisobeni MSC byly zadni segmenty oka kultivovany s NalO3
v pfitomnosti supernatantu z MSC nebo vybranych cytokint, které jsou MSC produkovany.
MSC (20 000 MSC/jamka) byly kultivovany ve 48-jamkové desticce v 1 ml DMEM nebo v 1
ml DMEM spole¢né s IFN-y, TNF-a a IL-1B (koncentrace 10 ng/ml). Po 24 h kultivace v CO»
inkubatoru pii 37 °C bylo medium odstranéno a buiiky diikladné oplachnuty a do kazdé jamky
bylo ptidano 1 ml RPMI 1640 media. MSC byly nasledné kultivovany v CO; inkubdtoru pii 37
°C 48 h. Po uplynuti této doby byl odebran supernatant a dale pouzivan v pokusech.

Zadni segmenty oka byly kultivovany ve 48-jamkové desticce v pfitomnosti 1 ml
supernatantu z MSC a NalOs; v kone¢né koncentraci 0,5 mg/ml. Pro studium plisobeni
vybranych cytokinti byly zadni segmenty kultivovany ve 48-jamkové desti¢ce v 1 ml RPMI
1640 media a v ptitomnosti 5 ng/ml TGF-B nebo 10 ng/ml HGF (PeproTech). Po 48 h kultivace
v COz inkubdtoru pii 37 °C byly zadni segmenty pieneseny do 500 ul TRI reagent s 1,5 ul

Polyacryl carrier, a zamrazeny v -80 °C.

5.12. I1zolace mRNA

Sitnice byly v 500 pl TRI reagent zhomogenizovany pomoci plastového homogenizatoru a
k homogenitu bylo ptidano 100 pl chloroformu (Penta, Praha, CR). Smés byla nasledné silné
protiepana, aby doslo ke spojeni slozek. Po 10 min pfi laboratorni teploté doslo k odd€leni fazi

a vzorek byl centrifugovan 15 min pii 4 °C a 12 000g. Horni faze byla pfenesena do nové
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zkumavky a bylo kni pfidano 250 pl izopropanolu (Penta). Obé slozky byly opatrné
promichany a vzorek byl dale ponechdn 10 min pfi laboratorni teploté a nasledné centrifugovan
10 min pf14 °C a 12 000g. Ke vzniklé peleté bylo ptidano 500 pl 75% ethanolu (Penta) a vzorky
byly v mikrocentrifuze centrifugovany 5 min. Ethanol byl odsat a peleta nechana pii laboratorni
teplotd vysusit. Nasledné byla resuspendovana v 10 ul PCR vody (Top-Bio, Praha, CR) a

zamrazena v -80°C

5.13. Reverzni transkripce

Pomoci spektofotometru byla zmétena koncentrace mRNA. Jeden pg vzorku byl odebran a
natfedén do celkového objemu 8 ul PCR vodou. Ke vzorku byly nésledné pfidany 2 pl smési
reakéniho pufru Dnazy I (Ndase I reaction buffer, Promega, Madison, WI) a Dnéazy I (1U/pul,
Promega) v poméru 1:1. Vzorek byl v cycleru po dobu 30 min. zahtivan na 37 °C. Pro inaktivaci
Dnazy I byl pfidan 1 ul RQ1 Dnase Stop Solution (Promega) a vzorek byl ponechan v cycleru
10 min pii 65 °C. Dale bylo ptidano do vzorku 5 ul M-MLV Reaction Buffer (Promega), 5 pl
dNTP (z koncentrace 40 mM, Promega), 1 pul Random primert (z konecntrace 100 ng/ul,
Promega), 0,5 pl inhibitoru ribonukledz (z konecntrace 40 U/ul, Promega), 0,5 pl reverzni
transkriptazy M-MLV (z koncentrace 200 U/ul, Promega) a 2 ul PCR vody. Ptepis do formy
cDNA nésledné probéhl v cycleru po dobu 60 min. a 37 °C.

5.14. PCR

cDNA byla analyzovana pomoci metody RT-PCR. Relativni genova exprese byla stanovena
vzhledem k referen¢nimu genu glyceraldehyd dehydrogenazy (GAPDH). K testovanym
vzorklim bylo ptfidano 50 pul PCR vody. Do 96-jamkové desti¢ky pro PCR (MicroAmp Fast
Optical 96-Well Reaction Plate, 0,1 mL, Life Technologies, Carlsbad, CA) bylo napipetovano
7 pl mixu slozeného z 1 pl primeru (1:1 sense a antisence primer, Generi-Biotech, Hradec
Kralové, CR, viz Tabulka 1), 1 ul PCR vody a 5 ul SYBR green (Power SYBR Green PCR
master MIX, Applied Biosystems, Warrington, UK). Nasledné byly ptidany pfipravené vzorky
vobjemu 3 pl. Analyza byla provadéna pomoci StepOne Plus RT-PCR systém (Applied
Biosystems).

Nastaveni PCR reakce bylo:

- aktivace Hot start polymerazy pti 95 °C po dobu 3 min.
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- 40 cykli: denaturace cDNA po dobu 10 vtefin pii 95 °C, hybridizace po dobu 20 vtetin
pti 65 °C, elongace po dobu 20 vtetin pii 72 °C a detekce fluorescence po dobu 5 vtetin
pti 82 °C

- analyza kiivek tani zvySovanim teploty o 0,5 °C kazdych 10 vtetin od 55 °C do 95 °C

Pro vypocet relativni exprese genli byl pouzit relativni model kvantifikace v porovnani

s GAPDH.

Tabulka 1: Seznam pouzitych primeri (s — sense, a — antisence)

Primer Sekvence
GAPDH s AGAACATCATCCCTGCATCC
GAPDH a ACATTGGGGGTAGGAACAC

IL-las TTGGTTAAATGACCTGCAACA
IL-laa GAGCGCTCACGAACAGTTG

IL-1B s AGTTGACGGACCCCAAAAG

IL-1Ba AGCTGGATGCTCTCATCAGG

IL-6s GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA
IL-6 a CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA

Rodopsins | TGCCCTCAGGGATGTACC
Rodopsina | ACCTGGATCATGGCGTTG

Bax s CTACAGGGTTTCATCCAG

Bax a CCAGTTCATCTCCAATTCG
Bcel-2 s GTGGATGACTGAGTACCT
Bcl-2 a CCAGGAGAAATCAAACAGAG
p33s GTATTTCACCCTCAAGATCC
pS3a TGGGCATCCTTTAACTCTA

Cox-2 s AGCCCACCCCAAACACAGT
Cox-2 a AAATATGATCTGGATGTCAGCACATATT

iNOS s CTTTGCCACGGACGAGAC

INOS a TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC
HGF s CACCCCTTGGGAGTATTGTG
HGF a GGGACATCAGTCTCATTCACAG

TGF-B s TGGAGCAACATGTGGAACTC
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TGF-Ba CAGCAGCCGGTTACCAAG

GDNF s GACATCCCATAACTTCATCTTAGAGTC
GDNF a TCCAACTGGGGGTCTACG

NGF s TGGACTGCACGACCACAG

NGF a AAATTAGGCTCCCTGGAGGT

5.15. Test metabolické aktivity pomoci WST-1

Pro stanoveni in vitro pusobeni rozdilnych koncentraci NalO3 na buriky sitnice byl proveden
test metabolické aktivity vyuzivajici schopnost Zivych bunck §tépit tetrazoliové soli pomoci
mitochondrialnich dehydrogenaz na formazan. Zadni segmenty oka spolecné s neuralnimi
¢astmi sitnice byly kultivovany ve 48-jamkové desticce pii teploté 37 °C po dobu 24 h, 48 h a
72 h pouze v 1 ml RPMI 1640 mediu, nebo v mediu s NalOs v koncentracich 0,1; 0,5; 1 nebo
2 mg/ml. Poté bylo z jamky odebrano 700 pl media a do zbyvajicitho objemu 300 pl nasledné
pridano 30 pl tetrazoliové soli-1 (water soluble tetrazolium-1, WST-1, Roche, Penzberg,
Némecko). Desticka byla dale 2,5 h inkubovana. Po vytvoieni formazanu bylo z kazdé jamky
pfeneseno 100 pl do 96-jamkové desticky (TPP) a pomoci ELISA readeru byla zméfena

absorbance pii vilnové délce 450 nm.

5.16. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Produkce IL-6 a HGF byla méfena pomoci DuoSet ELISA testu (R&D Systems, Mineapolis,
MN). VSechny reagencie byly pouZity v koncentracich doporucenych vyrobcem. MSC
v koncentraci 100 000 bunék/ml byly kultivovany ve 24-jamkové desti¢ce (TPP) v 1 ml
DMEM nebo v 1 ml DMEM a v pfitomnosti prozanétlivych cytokinti IFN-y, TNF-a a IL-1§
v koncentraci 10 ng/ml. Po 48 h kultivace bylo odebrano 500 pl supernatantu pro detekci
cytokinil. Pro méfeni bylo do vysokoabsor¢ni 96-jamkové desticky (Costar, Cambrige, MA)
naneseno 100 pl primarni protilatky a inkubovano pfes noc pii laboratorni teploté. Nasledné
byly desticky 3x promyty promyvacim pufrem (0,05% Tween 20 v PBS) a blokovany pomoci
blokovaciho roztoku (1% BSA v PBS) pfi laboratorni teploté¢ po dobu 1 h. Po uplynuti této
doby byly desticky 3x promyty promyvacim roztokem. Do desti¢ek bylo naneseno 100 pl
vzorkl a standartii a inkubovano 2 h pii laboratorni teploté. Nasledné byly destiCky 3x promyty
a do jamek bylo ptidano 100 pl detekéni protilatky v reakénim pufru a inkubovano 2 h. Desticky
byly 3x promyty a bylo pfiddno 100 pl roztoku Streptavidin peroxiddzy (R&D Systems)
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inkubovany po dobu 20 min pfi pokojové teploté. Desticky byly po uplynuti této doby 3x
promyty a bylo pfidano 100 pl substratu (H20:> : tetramethylbenzidin, 1 : 1, R&D Systems) a
ponechano 20 min. Nasledn¢ bylo pro zastaveni reakce piidano 50 pl 2M roztoku kyseliny
sirové (Penta). Intenzita zabarveni byla posléze detekovana pomoci spektrofotometru
(referencni filtr 550 nm, méfici filtr 450 nm). Pomoci programu KIM 32 byla namétena opticka
denzita pfepocitana, vyslednd koncentrace byla stanovena v pg/ml podle fedici fady standardu

daného cytokinu.

5.17. Priprava suspenze bunék sitnic pro pritokovou cytometrii

Zadni segmenty spolec¢né s neurdlni casti sitnice, piipadné samotna neuralni ¢ast sitnice,
byly pieneseny do 180 ul HBSS“**-Me* pomoci plastového homogenizatoru zhomogenizovany,
a nasledné bylo ptidano 20 pl kolagenazy 1. Suspenze byla nechéna 45 min pfi teploté 37 °C.
Po uplynuti této doby byl k suspenzi pfidan nadbytek RPMI 1640 media a ptes filtr byla
suspenze bunék prenesena do novych zkumavek a centrifugovana pti 170g 8 min. Poté byla

peleta bunék resuspendovana ve 100 pul PBS a pouZita pro priitokovou cytometrii.

5.18. Priitokova cytometrie

Pro prutokovou cytometrii byly pouzity monoklonalni protilatky (mAb, monoclonal
antibody), které jsou konjugované s fluorochromy fluorescin isothiokyanat (FITC, fluorescein
isothiocyanate), alofykocyanin (APC, allophycocyanine) nebo fykoerytrin (PE, phycoerythrin).

Pro znaceni povrchu byla suspenze bun€k ze sitnic nebo MSC rozpipetovana do
mikrokultivacni destiCky s kulatym dnem (Nunc) a 3 min centrifugovany pti 140 g. Nasledné
byly buitkky promyty pomoci PBS, pelety byly rozvolnény a k buitkkam bylo ptiddno 10 pl
protilatky fedéné v PBS dle Tabulky 2. Desticka byla inkubovana ve tmé& 30 min pii 4 °C.
Vzorky byly promyty a resuspendovany v 200 pul PBS. Pro znaceni mrtvych bunék bylo ptidano
20 pl fluorescencni barvicky Hoechst 33258 v koncentraci 1 pg/ml.

Pro znaceni bun¢k pozitivnich pro rodopsin byly suspenze bunék ze sitnic pfeneseny do
mikrokultivaéni desti€ky s kulatym dnem a 3 min centrifugovany pii 140 g. Pro znaceni
mrtvych bun€k bylo pouzito na kazdy vzorek 10 pl roztoku Live/Dead Fixable Violet Dead
Cell Stain Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA) natfedéného v PBS 1:200. Desticka byla 30
minut inkubovana ve tmé pfi 4 °C a nasledné promyta v PBS a centrifugovana 3 min pii 140 g.
Pelety byly dale rozvolnény a bylo pfidano 100 pl IC fixa¢niho pufru (eBioscience) a vzorky

byly inkubovany 30 min ve tmé pfti 4 °C. Poté byla desticka promyta pomoci permeabiliza¢niho
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roztoku (eBioscienece) a centrifugovana 3 min pii 270 g. Ke vzorkiim pak byla ptidana

protilatka proti rodopsinu nafedéna v permeabilizacnim roztoku a destiCka byla opét

inkubovéna 30 min ve tmé pii 4 °C. Buiiky byly promyty a resuspendovany ve 200 ul PBS.

Vzorky byly méfeny pomoci cytometru LSR II. Ziskand data byla vyhodnocena pomoci

programu FlowJo. Zakladni gatovaci strategie pro vyhodnoceni bunék sitnice a vyhodnoceni

MSC jsou uvedeny na Obrazku 5. a Obrazku 6.

Tabulka 2: Seznam pouZzitych protilatek

Znak Fluorochrom | Redéni | Klon protilitky | Vyrobce Znaceni
Rodopsin | FITC 1:50 4D2 Abcam Intracelularni
F4/80 PE 1:50 BMS BioLegend Povrchové
CD54 FITC 1:50 YNI1/1.7.4 BioLegend Povrchové
CD44 APC 1:50 IM7 BioLegend Povrchové
CD105 PE 1:50 MIJ7/18 BioLegend Povrchové
CD106 PE 1:50 429(MUCAM.A) | BioLegend Povrchové
CD45 FITC 1:50 30-F11 BioLegend Povrchové
CDI11b APC 1:50 M1.70 BioLegend Povrchové
CD31 PE 1:50 MEC13.3 BioLegend Povrchové
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Obrazek 5. Reprezentativni dot ploty ukazujici zakladni gatovaci strategii pro
vyhodnoceni bunék sitnice. A) Bun&éné udalosti, B) Zivotnost bungk C) Singlety D) FMO
kontrola-Rodopsin, E) FMO kontrola-F4/80
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Obrazek 6. Reprezentativni dot ploty ukazujici zakladni gatovaci strategii pro
vyhodnoceni fenotypové charakterizace MSC. A) Bun&éné udalosti, B) Zivotnost bunék C)

Singlety
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5.19. Statisticka analyza

Data jsou uvadéna jako aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou (SD, standart
deviation). Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program GraphPad 8.0. Signifikantni stanoveni pro
srovnani dvou skupin bylo vypocitano pomoci t-testu. Pomoci ANOVA testu byla stanoveno
srovnani vice skupin. Za signifikantni byly povazovany hodnoty ***P < 0,001; **P < 0,01 a

*P <0,05.
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6. Vysledky
6.1. Charakteristika pouzitych MSC

6.1.1. Fenotypova charakterizace

V nasich pokusech byly pouzity MSC izolované z kostni dfen¢ mysi. Pomoci pritokové
cytometrie jsme u téchto bunék stanovili expresi vybranych povrchovych znakt. Jak je ukdzano
na Obrazku 7A, pouzité MSC byly pozitivni na CD44, CD105 CD106 a neexprimovaly CD45,
CD11b a CD31 (Obrazek 7B). Jak bylo popsano v publikovanych ¢lancich z nasi laboratote,
tyto standartné pripravované MSC pravidelné vykazovaly adherenci k plastu a byly schopné
diferenciace na adipocyty a osteoblasty (Svobodova et al., 2012).
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Obrazek 7: Detekce povrchovych znakia MSC. Pomoci pritokové cytometrie byla u MSC
stanovena exprese znaki CD44, CD105, CD106, CD45, CD11b a CD31.
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6.1.2. Exprese geni pro imunomodula¢ni a ristové faktory

u nestimulovanych a stimulovanych MSC

Dilezitou vlastnosti MSC je jejich schopnost produkce fady imunomodula¢nich molekul a
rustovych faktori. MSC stimulované prozanétlivymi cytokiny IL-1B, TNF-o a IFN-y
exprimovaly po 24 h geny pro imunomodula¢ni molekuly Cox-2 a IL-6 (Obrazek 8A, B) a
také u nich doslo ke zvyseni exprese genti pro rastové faktory NGF a pro faktor derivovany
z gliovych bun€k (GDNF, glial cell-derived neurotrophic factor) (Obrazek 8E, F). Naproti
tomu MSC konstitutivné produkuji TGF-f a HGF a exprese genti pro tyto faktory byla po
stimulaci prozanétlivymi cytokiny vyznamné snizend oproti kontrolam (Obrazek 8C, D).

Stimula¢ni nebo inhibi¢ni efekt prozanétlivych cytokinii na expresi gend jsme ovéfili na
proteinové urovni pomoci testu ELISA. Buiky byly kultivovany 48 h samotné nebo
v pritomnosti IL-1p, TNF-a a IFN-y a pomoci ELISA testu byla prok4zdna zvySena produkce
IL-6 a sniZzend produkce HGF u stimulovanych bunék v porovnani s MSC kultivovanymi

v samotném mediu (Obrazek 9).
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Obrazek 8: Exprese genti pro imunomodulacni a ristové faktory po stimulaci MSC
prozanétlivymi cytokiny. MSC byly kultivované nestimulované (-), nebo v pfitomnosti IL-1,
TNF-a a IFN-y (+). Exprese genti Cox-2 (A), IL-6 (B), TGF-B (C), HGF (D), NGF (E) a GDNF
(F) byla métena po 24 h metodou RT-PCR. Data predstavuji primér + SD ze 3 nezavislych
pokusii. ***P < 0,001 a **P < 0,01 proti kontrole (-).
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Obrazek 9: Produkce IL-6 a HGF po stimulaci MSC prozanétlivymi cytokiny. Pomoci
ELISA testu byly po 48 h méteny koncentrace IL-6 a HGF u nestimulovanych MSC (-) a MSC
stimulovanych IL-1B, TNF-a a IFN-y (+). Data pfedstavuji primér+ SD ze 3 nezavislych
pokust. ***P < 0,001 a *P < 0,05 proti kontrole (-).

6.2. Vliv cytokinii na expresi genii pro prozanétlivé molekuly v explantatech
sitnice

K prokézani, ze buiiky neuroretiny reaguji na prostfedi zanétu, jsme kultivovali explantaty
sitnic v pfitomnosti vybranych kombinaci prozanétlivych cytokinti, které byly b&hem

patologickych stavii detekovany ve sklivci pacientii. Buniky neuroretiny po 48 h této stimulace
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exprimovaly zvySené hladiny gent pro IL-1a, IL-6 a iNOS oproti explantatim kultivovanym

pouze v mediu (Obrazek 10).
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Obréazek 10: Exprese genii pro IL-1a, IL-6 a iNOS v explantatech sitnice v pritomnosti
prozanétlivych cytokini in vitro. Explantaty neuroretiny byly kultivovany 48 h samostatné
(-) nebo v pritomnosti prozanétlivych cytokini IFN-y, IL-18, IL-17 (cyt. I.) a IFN-y, TNFa, IL-
17 (cyt. 11.). Exprese gent pro IL-1a (A), IL-6 (B) a iNOS (C) byly méfeny metodou RT-PCR.

Data predstavuji primér £SD ze 4 nezavislych pokust. ***P < 0,01 proti kontrole (-)

6.3. Model poSkozeni sitnice podanim NalQO;

6.3.1. Patologické zmény v sitnici po aplikaci NalOs;

Pro indukci degenerace sitnice in vivo bylo my$im i.p. podédno 50 mg/kg vahy NalOs. Po 3
a 7 dnech byl odebran zadni segment oka, anebo pouze neuroretina, a pomoci prutokové
cytometrie bylo stanoveno procentualni zastoupeni bun¢k pozitivnich pro znak fotoreceptorti
(rodopsin), makrofagii (F4/80) nebo pro adhezivni molekulu ICAM (CD54). Ke sniZeni poc¢tu
buné¢k exprimujicich rodopsin doslo jiz 3. den od podéani NalOs3 a zastoupeni téchto bunék bylo
dale vyznamné¢ snizené 7. den (Obrazek 11A, D).

Tteti den po podani NalOs jsme zaznamenali v oblasti zadniho segmentu oka zvySeny pocet
bunék pozitivnich pro F4/80 nebo CD54, a jejich procentudlni zastoupeni se dale vyrazné
nemeénilo (Obrazek 11B, C). Naopak u neuroretiny jsme vyznamnou infiltraci téchto bunék
zaznamenali az 7. den, coZ naznacuje, ze do této oblasti buiikky imunitniho systému migruji

pomaleji (Obrazek 11E, F). Na zakladé¢ téchto vysledki jsme se rozhodli v dalSich pokusech
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zaméfit predev§im na poSkozeni v oblasti neuroretiny, kde dochazi k infiltraci bunkami

imunitniho systému az v pozdé&jsi fazi rozvoje poskozeni (Obrazek 12).
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Obrazek 11: Zastoupeni bunék pozitivnich pro rodopsin, F4/80 nebo CD54 v zadnim
segmentu a neuroretiné po aplikaci NalOs. Procenta bun¢k pozitivnich pro rodopsin (A, D);
F4/80 (B, E) a CD54 (C, F) byla méfena pomoci pritokové cytometrie v oblasti zadniho
segmentu oka (A, B, C) a neuroretiny (D, E, F) u zdravych mysi (-) a mysi, kterym bylo podano
1.p. NalOs, 3. a 7. den po aplikaci. Data ptedstavuji primér + SD ze 3 nezévislych pokusi.
**Fxp <0,001; **P <0,01 a *P < 0,05 proti kontrole (-).
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Obrazek 12: Reprezentativni dot ploty ukazujici pocet bunék pozitivnich pro rodopsin,
F4/80 nebo CD54 ve zdravé neuroretiné a neuroretiné poSkozené piisobenim NalOs.
Obréazek ukazuje pocet bunck pozitivnich na rodopsin (A), F4/80 (B) nebo CD54 (C)
v neuroreting zdravé mysi a pocet bunck pozitivnich pro rodopsin (D), F4/80 (E) nebo CD54
(F) v neuroreting 7. den po i.p. aplikaci NalOs.

6.3.2. Pliisobeni NalO3 na buriky sitnice in vitro

Pisobeni NalO3 na metabolickou aktivitu bunék sitnic jsme stanovili pomoci WST-1 testu.
V pokusech byly pouZity celé zadni segmenty oka kvili vysoké toxicité pfimého plisobeni
chemikalie na samotnou neuroretinu. Metabolicka aktivita buné¢k byla méfena v pfitomnosti
ruznych koncentraci NalOs v Case 24, 48 a 72 h. Ukazuje se, Ze po 24 h plsobeni dochazi
k prudkému poklesu metabolické aktivity bunck az pii vysokych koncentracich (Obrazek
13A). Naopak po 72 h kultivace zpisobuje NalO3 pokles metabolické aktivity bunck sitnice uz
pfi nizkych koncentracich (Obrazek 13C). V dalSich pokusech jsme se rozhodli pouZivat
koncentraci 0,5 mg/ml NalOs, pfi které po 48 h dochédzelo pouze k castenému snizeni

metabolické aktivity zadnich segmenti oka (Obrazek 13B).
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Obrazek 13: Relativni metabolicka aktivita méFend pomoci WST testu. Zadni segmenty
byly kultivovany 24 h (A), 48 h (B) a 72 h (C) pouze v mediu (-) nebo v pfitomnosti uvedenych
koncentraci NalOs. Data jsou vyjadfena jako relativni metabolicka aktivita (optickd densita) a

ptredstavuji primér + SD ze 3 nezavislych pokust.
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6.4. Protektivni ii¢inek MSC na neuroretinu poskozenou aplikaci NalO3 in

VIivo

6.4.1. Lokalni aplikace MSC

Pro charakterizaci terapeutického potencialu MSC na poskozené buiiky v oblasti neuroretiny
bylo mySim podano intravitrealn¢ do pravého oka 20 000 MSC v bezsérovém RPMI 1640
mediu. Druhé skupiné mysi bylo podano do pravého oka pouze samotné bezsérové RPMI 1640
medium. Po 48 h bylo mySim aplikovano i.p. NalO3 v mnozstvi 50 mg/kg vahy. Sedmy den od
indukce poskozeni byla nasledné¢ odebrana neuroretina a pomoci pritokové cytometrie bylo
stanoveno mnozstvi bun€k pozitivnich pro rodopsin. Ukazali jsme, Ze podani MSC pied indukci
degenerace sitnice mélo vyznamny efekt na zvyseni poctu bun¢k vykazujicich znak pro
fotoreceptory oproti nelécenému oku. Pti aplikaci samotného media vsak tento efekt pozorovan
nebyl (Obrazek 14A). Podobnych vysledkii jsme dosahli také pomoci metody RT-PCR, kdy
byla métena v neuroretin€ exprese genu pro rodopsin (Obrazek 15D).

Podani MSC dale snizovalo pocet makrofagt infiltrovanych v neuroretiné (Obrazek 14B).
Imunomodulaéni pisobeni MSC v poskozené sitnici jsme také prokazali metodou RT-PCR,
kdy jsme naméfili u oka s aplikovanymi MSC sniZeni exprese genti pro IL-1a, IL-13 a

IL-6 oproti neléCenému oku (Obrazek 15A, B, C).
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Obrazek 14: Zastoupeni bunék pozitivnich pro rodopsin a F4/80 v neuroretiné po lokalni
aplikaci MSC. Mysim bylo 48 h pfed i.p. poddnim NalO; do pravého oka aplikovano 20 000
MSC (MSC) nebo samotné medium (medium). Levé oko ziistalo bez lokalni aplikace bunék
(+). Jako kontrola byla pouzita sitnice zdravé mysi (-). Procenta bunék pozitivnich pro rodopsin
(A) nebo pro F4/80 (B) byla stanovena pomoci priitokové cytometrie. Data predstavuji primér

+ SD ze 4 nezavislych pokust. *P < 0,05 proti kontrole (+).
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Obrazek 15: Exprese gent pro prozanétlivé cytokiny a rodopsin v neuroretiné po lokalnim
podani MSC 48 h pred i.p. aplikaci NalOs. MySim bylo 48 h pied i.p. aplikaci NalO3; podano
do pravého oka 20 000 MSC (MSC) nebo samotné medium (medium). Levé oko ziistalo
neosetfené (+). Jako kontrola byla pouZita sitnice zdravé mysi (-). Data predstavuji primér +

SD ze 3 nezavislych pokust, **P < 0,01 a *P < 0,05 proti (+).

6.4.2. Kultivace posSkozené neuroretiny v pritomnosti MSC in vitro

Protektivni ti¢inek MSC na poskozenou neuroretinu jsme dale testovali v in vitro systému.

Po 7 dnech od i.p. podani NalOs, kdy uz je neuroretina infiltrovana bufikami imunitniho
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systému (Obrazek 11E, F), byly explantaty sitnic pravého oka kultivovany 48 h spolecné s
MSC. Explantaty sitnic levého oka slouzily jako nelécena kontrola a byly kultivovany pouze v
mediu. Pomoci metody RT-PCR jsme v buiikach sitnic zméfili relativni expresi gent pro IL-
la, IL-1B a IL-6 a rodopsin. Zatimco neléCené sitnice vykazovaly zvysené hladiny genové
exprese pro IL-1a, IL-1p a IL-6, v pfitomnost MSC byla exprese téchto genti vyznamné snizena.
(Obrazek 16A, B, C). Naproti tomu exprese genu pro rodopsin byla signifikantné zvysSena
(Obrazek 16D). Tyto vysledky ukazaly, ze imunomodulacni a zaroven i protektivni vlastnosti

MSC jsou prokazatelné také v in vitro systému.
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Obrazek 16: Relativni genova exprese v po§kozené neuroretiné pri kultivaci 48 h s MSC.
Neuroretina pravého oka mysi po i.p. aplikaci NalOs; byla 48 h kultivovana v pfitomnosti
20 000 MSC (MSC), zatimco leva neuroretina byla kultivovana pouze v mediu (+). Jako

kontrola slouzila neuroretina ze zdravé mysi kultivovana 48 h v mediu (-). Exprese gent pro
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IL-1a (A), IL-1B (B), IL-6 (C) a rodopsin (D) byly méteny metodou RT-PCR. Data piedstavuji
pramér £+ SD ze 4 nezavislych pokust. ***P < 0,001,**P < 0,01 a *P < 0,05 proti (+).

6.5. Protektivni ucinek MSC na zadni segment kultivovany v pFritomnosti

NalOs in vitro

6.5.1. Vliv MSC a supernatantii na expresi genu pri kultivaci zadniho

segmentu v pritomnosti NalO;

Pro dalsi charakterizaci mechanismu plisobeni MSC na poskozené explantaty sitnic, jsme
kultivovali zadni segmenty oka spolecné s MSC 48 h v pfitomnosti NalO3 o koncentraci 0,5
mg/ml. Parakrinni efekt byl testovan pouzitim supernatantu ziskané¢ho po kultivaci MSC. Pti
ptipravé supernatanti byly MSC kultivovany samostatné nebo v pfitomnosti prozanétlivych
cytokinti IL-1B, IFN-y a TNF-qa, které navozuji u téchto bunék imunomodulacni vlastnosti a
produkci fady neuroprotektivnich faktord. Po 24 h byly bunky dikladné oplachnuty od
pfidanych cytokini a nasledné kultivovany v mediu RPMI 1640. Po 48 h byl odebran
supernatant a dale kultivovan se zadnim segmentem sitnic v pfitomnosti 0,5 mg/ml NalOs.
Z takto stimulovanych MSC bylo také provedeno pomoci metody RT-PCR stanoveni genové
exprese pro imunomodulacni a ristové faktory. Ukdzali jsme, Ze poté, co doSlo k vyméné
media, byly MSC schopné exprimovat oproti nestimulované kontrole zvySené hladiny Cox-2,
IL-6 a NGF (Obrazek 17A, B, D). Naopak jsme naméfili sniZzeni exprese pro TGF-B (Obrazek
17C). U HGF a GDNF nebyl v tomto pokusu rozdil mezi kontrolami a stimulovanymi buiikami
(Obrazek 17E, F).

Kultivace zadnich segmentt s NalO3 zpusobila u zvysSeni genové exprese pro IL-1a a IL-6
(Obrazek 18A, B). Zarovei také doSlo ke zvySeni exprese genll pro proapotické molekuly Bax
a p53 (Obrazek 18C, E) a snizeni exprese antiapoptického Bcl-2 (Obrazek 18D). Pfitomnost
MSC vsak snizila hladiny exprese genli pro IL-1a a IL-6 a také doSlo ke snizeni apoptozy u
bun¢k zadniho segmentu oka. Pfi pouziti supernatantu z MSC jsme naméfili sniZzeni genové
exprese pro IL-la a IL-6, a to pfi pouziti supernatantu z bunék nestimulovanych i
stimulovanych. U molekul hrajicich roli v procesu apoptoézy vsak nebyly v tomto ptipade
naméfeny vyznamné zmény. Tyto vysledky ukazuji, Ze MSC hraji roli ve sniZeni apoptozy a

zaroven mohou pusobit parakrinnim zplisobem pfi regulaci imunitni odpovédi.
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Obrazek 17: Exprese genii pro imunomodulac¢ni a rustové faktory u MSC po 24 h
stimulace a nasledné kultivace 48 h pouze v mediu. MSC byly kultivovany 24 h samostatné
(-), nebo v pfitomnosti prozanétlivych cytokinii IL-1B, IFN-y a TNF-a (+). Buniky byly
nasledné oplachnuty a kultivovany pouze v mediu 48 h. Exprese pro Cox-2 (A), IL-6 (B),
TGF-B (C), NGF (D), HGF (E) a GDNF (F) byly méteny metodou RT-PCR. Data ptedstavuji

primér + SD ze 3 nezavislych pokust. ***P < 0,001 proti kontrole (-).
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Obrazek 18: Kultivace zadniho segmentu oka s NalOs v pritomnosti MSC nebo
supernatanti po kultivaci MSC. Zadni segmenty oka byly kultivovany pouze v mediu (-),
v ptitomnosti 0,5 mg/ml NalOs (+), v pfitomnosti NalO3; a MSC (MSC), anebo v pfitomnosti
NalOs3 a supernatantu z nestimulovanych MSC (spnt-) nebo v pfitomnosti NalOs a supernatantu
z MSC stimulovanych 24 h prozanétlivymi cytokiny a nasledné kultivovanych v mediu bez
cytokinti (spnt+). Exprese gent pro IL-1a (A), IL6 (B), Bax (C), Bcl-2 (D) a p53 (E) byla
métena metodou RT-PCR. Data predstavuji primér + SD z 5 nezavislych pokust.

#£4P < 0,001,**P < 0,01 a *P < 0,05 proti (+)

6.5.2. Vliv cytokinii produkovanych MSC na expresi genu pri kultivaci
zadniho segmentu v pritomnosti NalO;
MSC konstitutivné produkuji vysoké hladiny TGF-B a HGF (Obrazek 8C, D). Tyto dva

cytokiny by proto mohly hrat roli v regulacnich a protektivnich mechanismech ptisobeni MSC

na poskozené buniky sitnice.
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Zadni segmenty oka byly kultivovany pouze v mediu, v pfitomnosti NalO3 nebo
v pritomnosti NalOs spole¢né s 0,5 ng/ml TGF-B ptipadn¢ 10 ng/ml HGF. Po 48 h byly u
explantati sitnic méfeny pomoci metody RT-PCR exprese genii pro IL-1a, IL-6, Bax, Bcl-2 a
p53. TGF-B zptsobilo snizeni exprese genu pro IL-6 (Obrazek 19B), a mirné sniZzeni exprese
genu pro Bax (Obrazek 19C), u ostatnich méfenych molekul jsme vSak podobny vyznamny
efekt nezaznamenali (Obrazek 19A, D, E). Vysledky tak naznacuji, ze TGF-f ma roli v
parakrinnim ptisobeni MSC na expresi prozanétlivych cytokini v poskozené sitnici (Obrazek

18), vysledny efekt je vSak zavisly na vice faktorech.
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Obrazek 19: Vliv cytokini TGF-B a HGF na expresi geni pri kultivaci zadniho segmentu
v pritomnosti NalOs. Zadni segmenty oka byly kultivovany pouze v mediu (-), v pfitomnosti
NalO3 (+), v ptitomnosti NalO3 a TGF-B (TGF-B) nebo v ptitomnosti NalO3; a HGF (HGF).
Exprese gent pro IL-1a (A), IL6 (B), Bax (C), Bel-2 (D) a p53 (E) byla méfena metodou RT-

PCR. Data ptfedstavuji pramér + SD ze 4 nezavislych pokust.
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7. Diskuze

Degenerativni onemocnéni sitnice piedstavuji hlavni pfiinu ztraty zraku u dospélych
pacientli. V soucasné dob¢, kdy pro tyto patologické stavy stdle neni dostupna dostatecné
ucinnd 1écba, predstavuje perspektivni moznost vyuziti bunééné terapie zalozené na aplikaci
kmenovych bun€k. Pro terapeutické ucely se ukazuje vhodné pouziti predevsim MSC, které
byly detekovany v celé tadé¢ tkani dospélého organismu, a u kterych kromé schopnosti
diferenciace a migrace do mista poskozeni bylo prokazano imunomodula¢ni a neuroprotektivni
pusobeni. Ukazali jsme, ze MSC izolovany z kostni dfen¢ mysi konstitutivné produkuji TGF-B
a HGF. Po 24 h stimulace in vitro reaguji na prosttedi prozanétlivych cytokini zvySenou expresi
genu pro Cox-2, IL-6, NGF a GDNF.

U degenerativnich onemocnéni sitnice ma kromé samotného poskozeni bunék roli také
lokalni zanétliva reakce a zvysSeni produkce prozanétlivych cytokini. DileZitou tlohu zde hraji
pfedev§im makrofagy a také tvorba inflamazému a nésledna produkce IL-1B. DalSim ¢lenem
této rodiny cytokinti, ktery se miize vyskytovat v poskozené sitnici, je IL-1a, ktery ptisobi jako
signal nebezpeci, vede k bunécné smrti a tvorb¢ sterilniho zdnétu. Plsobeni IL-6 se ukazuje
jako klicové pro zvySenou angiogenezi, poruseni bariéry oka a také infiltraci bunék imunitniho
systému. U pacientl s degenerativnim poskozenim sitnice jsou dale ve sklivei zaznamenany
zvySené hladiny prozanétlivych cytokint, jako je IL-17 a TNF-a (Mesquida et al., 2019; Nassar
et al., 2014; Wooff et al., 2019). Bunky sitnice jsou schopné reagovat na prostiedi zanctu
zménou sekrece cytokinil. Prokazali jsme, Ze pfi in vitro stimulaci kombinacemi prozanétlivych
cytokinl zvysily explantaty sitnic po 48 h kultivace expresi gent pro IL-1a, IL-6 a iNOS.

Pro studium degenerativnich onemocnéni sitnice bylo zavedeno nékolik experimentalnich
modeli. Jednou z moznosti, jak indukovat degeneraci sitnice, je vyuziti chemicky vyvolaného
poskozeni. Lokéln€ je mozné aplikovat naptiklad NMDA nebo chlorid kobaltnaty, coz vede
k posSkozeni nervovych bunék oka (Niwa et al., 2016). Dalsim zplsobem, jak navodit
degeneraci sitnice, je aplikace NalOs, ktery muize byt podan nejen lokalné, ale také
intraperitonealné.

Ukaézali jsme, Ze podobné, jako v publikovanych pracich (Chowers et al., 2017; Moriguchi
et al., 2018), doslo u mysi po podani NalO3; v mnozstvi 50 mg/kg vahy ke snizeni zastoupeni
bun¢k nesoucich znak pro fotoreceptory a naopak k akumulaci makrofagii (F4/80 pozitivnich
bunc¢k). Déle jsme zaznamenali, Ze k infiltraci buitkami imunitniho systému do oblasti nervové

Casti sitnice dochazi az v pozdé¢jsi fazi degenerativniho procesu. Sedmy den od indukce
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degenerace sitnice byly u bun€k neuroretiny zaznamenané zvysSené hladiny exprese genll pro
IL-1a, IL-1PB a IL-6, které mohou hrat u degenerativnich onemocnéni sitnice dilezitou roli.

NalOs pusobi na bunky sitnic také in vitro. Lidska bunécéné linie RPE buné¢k ARPE-19
reaguje na NalO3 zvySenou produkci IL-1B a zarovenn dochazi ke zvySeni apoptdzy bunék
(Hanus et al., 2016; Juel et al., 2013; Mao et al., 2018). Pfitomnost NalO3 beéhem kultivace
neuroretiny je jiz v nizkych koncentracich vysoce toxicka. Proto jsme pro tyto pokusy pouzili
cely zadni segment oka s neporusenou vrstvou RPE buné¢k. Pfi zvySujici se koncentraci NalOs
dochézelo ke snizovani metabolické aktivity bun€k sitnice. Zaroveil jsme naméfili po 48 h
kultivace zvySenou expresi genti pro IL-1a, IL-6 a proapoptické molekuly. Doslo také k velmi
vyraznému snizeni exprese genu pro rodopsin, naznacujici, ze NalO3 ma in vitro negativni efekt
pfedevsim na fotoreceptory.

Terapeutické vyuziti MSC pro 1écbu degenerativnich onemocnéni sitnice bylo testovano
v nékolika klinickych studiich, zamétenych predevsim na bezpecnost jejich pouziti (Park et al.,
2014; Siqueira et al., 2015, Weiss and Levy 2018). Labrador-Velandia et al., (2018) a Vilela et
al. (2018) v experimentalnim modelu ukazali, ze lokaln¢ aplikované MSC mohou byt v oku
nalezeny 1 n¢kolik tydnl po podéni. /n vitro bylo prokazano, Ze MSC se mohou diferencovat
v buniky vykazujici znaky bunék sitnice (Hermankova et al., 2017; Moviglia et al., 2012). Na
poskozené sitnicové bunky mohou MSC pozitivné pusobit i parakrinné produkei riistovych
faktord, jako je naptiklad NGF a FGF (Ezquer et al., 2016; Millan-Rivero et al., 2018). Pfi
podani MSC 48 h pted indukci degenerace sitnice pomoci NalO3; jsme pouZitim pritokové
cytometrie namé&fili v 1éceném oku vyssi zastoupeni bunék pozitivnich pro znak fotoreceptori
a zaroven (pomoci metody RT-PCR) vyssi hladinu exprese genu pro rodopsin, oproti oku, které
nebylo pfedem oSetiené. Tento efekt by mohl byt zptisoben protektivnim ptisobenim na bunky
sitnice produkci neuroprotektivnich faktori. Podobnych vysledkii jsme doséahli také in vitro
kultivaci poskozené neuroretiny v pfitomnosti MSC. Po 48 h kokultivace jsme zaznamenali
vys$$i expresi genu pro rodopsin v porovnani s neuroretinou kultivovanou samostatné.

Dal$im cilem lécby degenerativnich onemocnéni sitnice je regulace lokalni imunitni
odpovédi. V poskozené sitnici dochéazi naptiklad k tvorbé inflamazému, apoptoze bunck a také
zvySené angiogenezi. Regulace téchto mechanizmii pomoci MSC by tak mohla byt jednim
z cilti terapie. V naSem modelu jsme v neuroreting po i.p. podani NalO3; zaznamenali po 7 dnech
zvySeny vyskyt makrofagti (F4/80 pozitivni bunky). V bunkéch neuroretiny doslo také
k vyraznému naristu exprese gent pro IL-la a IL-1B. Tento efekt vSak byl sniZzen lokalni

aplikaci MSC 48 h pted indukci degenerace sitnice. U pacient s DR byla detekovana ve sklivci
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zvySend hladina IL-6 a zaroven také solubilnich podjednotek receptoru pro tento cytokin sIL-
6R, ktery rozeznava IL-6, a glykoproteinu 130 zajistujiciho signalizaci do buiky. Tyto tii
molekuly mohou vyustit v trans-signalizaci, ktera déle vede k zanétlivé odpovédi (Chen et al.,
2016). V nasem modelu jsme zaznamenali v buiikach sitnice po 7 dnech od indukce degenerace
vyznamn¢ vyssi expresi genu pro IL-6 oproti zdravym mySim. Lokalni podani MSC snizilo u
bun¢k neuroretiny expresi genu pro tento cytokin a podobnych vysledki bylo také dosazeno pti
kultivaci in vivo poskozenych explantatl sitnic v pfitomnosti MSC in vitro.

Obdobné, jako u poskozeni sitnice in vivo, ptisobily MSC na zadni segmenty, izolované ze
zdravych mysi, kultivované v ptitomnosti NalOs. Také zde doslo v ptitomnosti MSC k inhibici
zvySené exprese genu pro IL-1a a IL-6 oproti zadnim segmentim kultivovanym samostatné.
Zvyseni exprese genl pro IL-1B buiikami zadniho segmentu oka kultivovaného spolecné s
NalO3 jsme v tomto in vitro modelu nezaznamenali. Podafilo se nam vSak u buné¢k sitnice
naméfit vys$si hodnoty pro proapoptické molekuly Bax a p53 oproti kontrolam. Naopak exprese
genu pro antiapoptické molekuly Bcl-2 byla snizend. MSC ¢astecné inhibovaly apoptdzu, coz
bylo prokazano snizenim exprese genu proapoptické molekuly Bax, a naopak zvySeni exprese
genu pro antiapotickou molekulu Bel-2 u zadnich segmenttii oka. Nenaméfili jsme vSak zmény
v expresi genu pro rodopsin u explantati kultivovanych spoleéné s MSC oproti explantatim
kultivovanym pouze s NalOs. To miize byt zplsobeno pfiili§ toxickym pfimym plisobenim
NalOs na fotoreceptory.

Moznosti parakrinniho u¢inku MSC na buriky sitnice jsme ovéfili vyuzitim supernatantu
ziskaného kultivaci MSC. Pouzili jsme supernatant ziskany z kultur nestimulovanych MSC a
zMSC, které byly 24 h stimulovany prozanétlivymi cytokiny a ndsledné¢ oplachnuty a
kultivovany dal$ich 48 h pouze v mediu. Ob¢ varianty supernatanti MSC snizovaly nartist
hladin exprese genti pro IL-1a a IL-6 zptisobené NalOs. Nezaznamenali jsme vSak efekt na
molekuly ucastnici se apoptozy. Jednim zdivodi mize byt, ze MSC produkuji
neuroprotektivni faktory v pfitomnosti prozanétlivych cytokinit a pouze 24 h stimulace a
nasledna kultivace v samotném mediu nebyla dostacujici. Naopak imunomodula¢ni molekula
TGF-B je produkovana konstitutivng, a proto by mohla hrat roli v parakrinnim piisobeni MSC
na regulaci zanétu v explantatech sitnic.

Mao et al. (2018) ukézali, Ze lidskd bunécna linie ARPE-19 kultivovana v pfitomnosti NalO3
vykazovala zvySenou apoptoézu oproti kontrolni skuping. Kokultivace bunééné linie s MSC
oddélena pomoci inzertu, vSak tento efekt inhibovala. NalOs; zptlisobilo dile u ARPE-19

bunééné linie zvyseni IL-1B. Ten miize stimulovat MSC k produkei riistovych faktort, jako je
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napiiklad epidermalni rastovy faktor, FGF a HGF (Broekman et al., 2016). To naznacuje, Ze
MSC mohou ptsobit antiapopticky na poskozené RPE buiiky parakrinnim zplsobem.
Vzhledem k tomu, ze poSkozeni RPE vrstvy, kterd zajistuje transport zivin do sitnice, vede
k degeneraci i dalSich bunéénych typl, mohlo by byt perspektivni moznosti bunécné terapie
zamgéfit se predevSim na ochranu, pfipadné i nahrazeni, téchto bunék.

Potencialni efekt TGF-B, ktery je produkovany konstitutivné MSC, a mohl by proto hrat roli
v jejich parakrinnim ptisobeni, jsme testovali v in vitro systému. Po intravitrealnim podani
MSC do poskozeného oka potkanti namétili Emre et al. (2015) a Millan-Rivero et al. (2018)
lokélni zvySeni TGF-B oproti nelécenym jedincim. Fisichella et al. (2016) ukazali, Zze podani
TGF-B snizilo hladinu proapoptické molekuly Bax v sitnici v experimentalnim modelu AMD.
V nasem in vitro modelu kultivace zadniho segmentu spole¢né s NalO3 v ptitomnosti TGF-3
vedla pouze k mirnému snizeni exprese genu pro tento proapopticky faktor. Naméfili jsme ale
zmény v expresi genu pro IL-6. Efekt ptisobeni samotného TGF-B vSak byl nizsi nez pii
spole¢né kokultivaci zadnich segmenti oka s MSC.

Druhym cytokinem, jehoz plisobeni na poskozené sitnicové bunky jsme méfili, byl HGF.
Ohtaka et al. (2016) ukézali protektivni efekt lokalné podaného HGF na degeneraci RPE vrstvy
a fotoreceptort. V modelu kultivaci zadnich segmentli s NalOs v pfitomnosti HGF se nam vSak
nepodaftilo prokazat snizeni exprese proapotickych gent v buiikéch sitnice. Exprese genil pro
IL-1a a IL-6 byla dokonce v tomto piipad¢€ vyssi nez v bunikach, které byly kultivovany pouze
s NalOs.

Ukézali jsme, Ze intravitredlni podani MSC ma protektivni G¢inek na degeneraci bunck
sitnice a na regulaci neZadouci lokalni imunitni reakce. V in vitro systému jsme zjistili, Ze MSC
mohou pusobit imunomodula¢né svym parakrinnim pisobenim a urcitou roli v tomto efektu
muze hrat produkce TGF-B. Krom¢é produkce molekul modulujicich imunitni odpovéd a
produkce ristovych faktorti vSak mohou MSC piisobit na poskozenou sitnici i dalSimi zptisoby.
U DR dochazi v kapilarach sitnice ke ztraté pericyt,, které jsou dilezité pro udrzeni
homeostadzy a udrzeni spravné funkce cévniho zasobeni. Mendel et al. (2013) prokézali
integraci lokalné¢ podanych MSC do vaskulatury sitnice u mySiho modelu DR. Podané bunky
by tak mohly ptsobit také jako nédhrada poskozenych pericytl a stabilizovat kapilary sitnice.
Jinou moznosti by mohlo byt také snizeni produkce ROS v sitnici podanim MSC (Ezquer et al.,

2016).
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Tyto vysledky ukazuji, Ze aplikace MSC mohou byt vhodna terapie pro doposud nelécitelné
degenerativni onemocnénti sitnice, jako je napiiklad AMD, DR, RP nebo glaukom, a piispét tak

ke zlepSeni kvality Zivota pacientl s timto typem onemocnéni.
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8. Zavér

MSC v nasich pokusech spliiovaly kritéria stanovena Mezinarodni komisi pro bunécnou
terapii. Pomoci metody FACS jsme u nich prokézali expresi povrchovych znakti CD44, CD105
a CD106. Pouzité MSC vsak neexprimovaly znaky hematopoetickych bunék CD45, CDI11b a
CD31. Stimulace cytokiny IFN-y, IL-1B a TNF-a vedla ke zvySeni exprese geni pro Cox-2,
IL-6 a pro rustové faktory NGF a GDNF. Vysoké hladiny TGF-B a HGF produkuji MSC
konstitutivné a stimulace prozanétlivymi cytokiny vede naopak ke sniZzeni produkce téchto
faktorii na genové trovni. Produkci vybranych cytokinti (IL-6 a HGF) na urovni proteind jsme
ovéfili také metodou ELISA.

Jako experimentalni model pro farmakologicky navozené degenerativni poSkozeni sitnice
byla pouzita aplikace NalOs. Vyuzitim metody FACS jsme ukazali, ze 7 dni po i.p. podani
NalO; dochazi u mysi k poklesu poétu bunék pozitivnich pro rodopsin, a naopak k infiltraci
sitnice buikami pozitivnimi pro F4/80. Analyzou genové exprese jsme dale zaznamenali
v poSkozené sitnici zvySené hladiny IL-1a, IL-1B a IL-6 oproti zdravym kontrolam. Naopak
exprese genu pro rodopsin byla nizsi u mysi, které obdrzely NalO3; v porovnani se zdravymi
jedinci. Po lokalni aplikaci MSC 48 h pted i.p. podanim NalO3 jsme zaznamenali u 1é¢ené¢ho
oka vys$i zastoupeni bunék pozitivnich pro rodopsin a sniZeni infiltrace makrofagli oproti
nelécenému oku. Exprese rodopsinu byla ovéfena také metodou RT-PCR. Zaroven doslo u
1é€eného oka k regulaci exprese gent pro IL-1a, IL-1B a IL-6. Tento efekt byl také ovéten i
v in vitro systému. Sedmy den po i.p. aplikaci NalOs byly explantaty sitnic odebrany a
kultivovany 48 h samostatné¢ nebo v pfitomnosti MSC. Podobné, jako v in vivo modelu,
kokultivace s MSC sniZzila u bun¢k sitnice expresi gent pro IL-1a, IL-1p a IL-6 a naopak zde
doslo k vyssi expresi genu pro rodopsin, oproti neléenym vzorkim.

Pisobeni NalOs; na explantaty sitnic bylo testovano v in vitro systému. Pomoci WST-1 testu
jsme urcili vhodnou koncentraci chemikalie, pti které doslo po 48 h u bunék sitnice ke snizeni
metabolické aktivity oproti kontrolnim vzorkim. Pfi této koncentraci jsme pomoci metody RT-
PCR zméfili u explantatl sitnic zvySenou expresi genll pro IL-1a a IL-6. Zaroven doslo ke
zvyseni exprese genu pro proapoptické molekuly p53 a Bax a naopak k poklesu exprese genti
pro antiapoptickou molekulu Bcl-2. Tento efekt byl snizen kokultivaci s MSC. Prokazali jsme,
Ze pouziti supernatantu ziskaného kultivaci stimulovanych nebo nestimulovanych MSC m¢lo

regulacni efekt na expresi gent pro IL-1a a IL-6 v buiikach sitnice kultivovanych v pfitomnosti
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NalOs. Pouziti supernatantu z MSC vSak nevykazovalo efekt na regulaci exprese genil pro
molekuly tcastnici se apoptozy.

Pro studium ptisobeni cytokinii konstitutivné produkovanych MSC jsme kultivovali zadni
segmenty oka spolecn¢ s NalOs a v pritomnosti TGF-B nebo HGF. Pfitomnost HGF nem¢la
vyznamny vliv na expresi testovanych gent v bunikdch sitnice oproti neléCenym kontrolam.
TGF-B snizilo ¢astecné expresi genu pro IL-6, u dalSich méfenych faktori vSak ke zménam
nedoslo. Parakrinni ptisobeni MSC na imunomodulaci je tak zavislé na vice moznych faktorech.

Nase vysledky ukazuji, ze MSC maji protektivni ucinek na degeneraci bunék sitnice a
zaroven mohou regulovat imunitni odpovéd’ v poskozeném oku. Mohly by tak byt pouzity jako

perspektivni zdroj pro buné¢nou terapii degenerativnich onemocnéni sitnice.
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