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Abstrakt

Po mnoho let jsou pouzivana imunosupresivni 1é¢iva pifi 1é€b€ autoimunitnich onemocnéni a
postransplantacni [é€bé. OvSem tato léCiva ptfind$i mimo svych nespornych vyhod také celou fadu
nezadoucich vedlejs$ich Uc¢inkt. Nejcastéji se vyskytujicimi nezadoucimi ucinky jsou naptiklad zvySeny

krevni tlak, zhorSena funkce ledvin a nachylnost k béZznym infekcim.

V poslednich letech proto vyvstala otazka moznosti vyuziti jinych 1écebnych postupti, které by
s sebou nenesly tyto negativni efekty. Jednim z nové zkoumanych ptistupt je aplikace mezenchymalnich
kmenovych bun¢k (MSCs), které disponuji pfednostmi jako jsou imunomodulacni schopnosti, bezpecnost
a relativné snadna dostupnost. Samotné pouziti kmenovych bunék ovSem nepifinasi dostatecné silnou
imunomodulaci. Navzdory rozsdhlému vyzkumu MSCs je jen mald Cast zaméfena na jejich pouziti
v kombinaci s imunosupresivni terapii. Proto jsem se ve své praci zamétil na pouziti nizSich davek
imunosupresivni terapie ve spojeni s kmenovymi bunkami. Kombinovana terapie pfinasi vyhody obou
pristupil, jelikoz je diky ni mozné snizit negativni vedlejsi ucinky imunosupresiv. To je umoznéno
podanim jejich nizsi davky, ktera ovSem stale ve spojeni s MSCs poskytuje dostatecné silnou inhibici

imunitni odpovédi v porovnani s bézné€ uzivanymi postupy.

Cilem mé prace proto bylo sledovat zmény v experimentdlnim in vivo mySim modelu
transplantace. Zmény byly pozorovany mezi jedinci léCenymi klasickym pfistupem za pouziti
imunosupresiva cyklosporinu A (CsA) a jedinci 1é¢enymi pomoci kombinované terapie (CsA a MSCs).
Z vysledkl je patrné, Ze kombinovana terapie snizuje hladiny prozanétlivych cytokinti a moduluje
zastoupeni jednotlivych populaci T lymfocytti. Souhrnné vysledky ukazuji na zménu vztahu mezi
prozanétlivymi a protizanétlivymi populacemi smérem k protizanétlivym, coz ma pozitivni vliv na hojivé

procesy a piijmuti transplantatu.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové buriky, transplantace, zanét, cyklosporin A, CsA



Abstract

Immunosuppressive drugs have been used for many years for the treatment of autoimmune
diseases and post-transplantation treatment. While these drugs have a lot of advantages, they also show
several undesirable side effects. The most common side effects are higher blood pressure, lowered renal

function and susceptibility to infections.

Therefore, in recent years there has been a demand for other medical approaches that do not
exhibit the above-mentioned adverse effects. Among one of the newly tested approaches is the application
of mesenchymal stem cells (MSCs), which possess several advantages such as immunomodulatory
abilities, safety and relatively easy isolation, however, stem cell use alone has not yet provided
sufficiently strong immunomodulation. Only a small part of research of MSCs is focused on their use in
the combination with immunosuppressive therapy. Therefore, in my thesis I focused on the model which
allows to reduce the dose of immunosuppressive drugs in the combination with MSCs. Combined therapy
is more advantageous than both monotherapies thanks to lower dosages of these drugs used. It enables to
decrease negative side effects of immunosuppressive drugs, when combined with MSCs to provide

sufficient immunomodulation in comparison to classical therapy.

The aim of my work was to study the differences in experimental in vivo mouse model of
transplantation. Changes in distinct T cell populations and related cytokine production were analysed in
mice undergoing classical approach with the use of immunosuppressive drug cyclosporin A (CsA) and
mice treated with combined therapy (CsA and MSCs). Taken together our results have shown a shift in
balance of proinflammatory and anti-inflammatory immune reactions in the direction of anti-

inflammatory, which has a positive effect on healing processes and graft acceptance.

Key words: mesenchymal stem cells, transplantation, inflammation, cyclosporin A, CsA
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1 Seznam pouZzitych zkratek

A700
AP-1
AP-3
APC
Argl
B6
BAFF
BSA
CCL
CCR
CD

CD28re

CO2
ConA
COX-2
CsA
CXCL
DAP
DAPI
DC
DMEM

DMSO

Alexa Fluor 700

activator protein 1, aktivatorovy protein 1

adaptor protein complex 3, komplex adaptorovych proteinti 3
allophycocyanine, alofykocyanin

arginase coding gene 1, gen kddujici arginazu 1

abbreviation for C57BL/6 mouse strain, zkratka pro mys$i kmen C57BL/6
B cell activating factor, aktivacni faktor B bun¢k

bovine serum albumin, albumin z hovéziho séra

chemokine C-C motif ligand, ligand chemokinu struktury C-C
chemokine C-C motif receptor, receptor chemokinu struktury C-C
cluster of differentiation, diferenciacni skupina

cluster of differentiation 28 response element, jednotka odpovédi diferenciacni skupiny

28

carbon dioxide, oxid uhli¢ity

concanavalin A, konkanavalin A

cyclooxigenase 2, cyklooxigenaza 2

cyclosporin A, cyklosporin A

chemokine C-X-C motif ligand, chemokinovy ligand struktury C-X-C
death-associated protein 1, protein asociovany s bunécnou smrti 1
4¢,6-diamidino-2-phenylindole, 4°,6-diamidin-2-fenolindol

dendritic cell, dendriticka bunka

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

dimethylsulfoxide, dimethyl sulfoxid



ELISA

EP4

Fas

FasL

FCS

FITC

Flt-3

FoxP3

Gal

GATA-3

GM-CSF

GvHD

HCl

HEPES

HGF

HLA-G

ICAM-1

IDO

IFN

IFNAR

Ig

IL

IL-2R

enzyme-linked immunosorbent assay, test imunoenzymatické reakce
prostaglandin E2 receptor 4, receptor 4 prostaglandinu E2

cell death receptor Fas, receptor bunécné smrti Fas

cell death receptor Fas ligand, ligand Fas receptoru bunécné smrti
fetal calf serum, fetalni teleci sérum

fluorescein isothyocyanate, fluorescentni isothyokyanat

fms-like tyrosin kinase 3 ligand, ligand fms-like tyrosin kinazy
Forkhead box protein 3

galectin, galektin

GATA binding protein 3, GATA vazajici protein 3

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, faktor stimulujici kolonie makrofaga

a granulocytt
graft versus host disease, reakce $tépu proti hostiteli
hydrochloric acid, kyselina chlorovodikova

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, 4-(2-hdyroxyethyl)-1-

piperazinethansulfonova kyselina

hepatocyte growth factor, riistovy faktor hepatocytt

human leukocyte antigen G, lidsky antigen leukocyti G

intercellular adhesion molecule 1, intercelularni adhezivni molekula 1
indoleamine-2,3-dioxygenase, indolamin-2,3-dioxigenaza

interferon, interferon

interferon alpha receptor alpha chain, alfa fetézec receptoru interferonu alfa
immunoglobulin, imunoglobulin

interleukin, interleukin

interleukin 2 receptor, receptor interleukinu 2



IxB nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells inhibitor alpha,

inhibitor jaderného faktoru genu pro kappa lehky fetézec

JNK c-Jun N-terminal kinase, c-Jun N-terminalni kinaza

LIF leukemic inhibitory factor, leukemicky inhibi¢ni faktor

LPS lipopolysaccharide, lipopolysacharid

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1, chemoatraktivni monocytarni protein 1

M-CSF macrophage colony-stimulating factor, faktor stimulujici kolonie makrofagt

MHC major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

MIC-A MHC class 1 polypeptide-related sequence A, sekvence A odpovidajici MHC 1
polypeptidu

MIC-B MHC class 1 polypeptide-related sequence B, sekvence B odpovidajici MHC 1
polypeptidu

miRNA micro ribonucleic acid, mikro ribonukleova kyselina

MLC mixed lymphocyte reaction, smésna lymfocytarni reakce

MSCs mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky

NF-AT nuclear factor of activated T cells, jaderny faktor aktivovanych T bunék

NF«B nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells, jaderny faktor kappa B

NK natural killer cell, bunika pfirozeny zabijak

NKG2D NK cell receptor D, receptor NK bun¢k D

NO nictric oxide, oxid dusnaty

Oct-1 octamer-binding transcription factor 1, oktamer vazajici transkripcni faktor 1

p38 mitogen activated protein kinase 38, mitogenem aktivovana protein kinaza 38

PBS phosphate buffer solution, roztok fosfatového pufru

PD-1 programmed cell death 1, receptor programované bunécné smrti 1

PD-L1 programmed death ligand 1, ligand receptoru programované bunééné smrti 1
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PD-L2 programmed death ligand 2, ligand receptoru programované bunééné smrti 2

PE phycoerythrin, fykoerytrin

PGE; prostaglandin E2, prostaglandin E2

PKC protein kinase C, protein kinaza C

PKR protein kinase R, protein kinaza R

PMA phorbol-12-myristate-13-acetate, forbol-12-myristat-13-acetat

RORyt thymus specific RAR related orphan receptor gamma, pro thymus specificky s RAR

souvisejici receptor gamma

RPMI Roswell Park Memorial Institute 1640 medium

SCF stem cell factor, faktor kmenovych bunék

Spl splenocytes, bunky sleziny

STATS3 signal transducer and activator of transcription 3, aktivator transkripce 3

T-bet T-box transcription factor, T-box transkrip¢ni faktor

TGF-B transforming growth factor beta, transformujici ristovy faktor beta

Th T helper cell, pomocna T buika

TNF-a tumor necrosis factor alpha, faktor nekrotizujici nadory alfa

Treg T regulatory cell, regulacni T lymfocyt

TRIF TIR-domain containing adapter inducing IFN-B, adaptor obsahujici doménu TIR

indukujici IFN-
VCAM-1 vascular cell adhesion protein 1, adhezivni protein vaskularnich bunék

VEGF vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelovy rtistovy faktor
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2 Uvod

Od svého objevu ve druhé polovin€ 20. stoleti prosel pohled na MSCs (mesenchymal stem cells,
mezenchymalni kmenové buiiky) vyraznym vyvojem. Od popisu jejich vlastnosti, ptes definovani kritérif,
které by mely buiiky spliiovat, aby mohly byt uznany za MSCs aZ po soucasny stav poznani a jejich
potencialni vyuziti v klinickém prostiedi. V pocatcich nepftili§ zajimavé bunky se staly sttedem zajmu
mnoha pracovist, které vyuzivaji jejich prokazanych imunomodulacnich vlastnosti, pii snaze aplikovat je
na nejruznéjsi druhy onemocnéni. Jak experimentalné v laboratofich, tak v ptipad¢ klinickych testt, kdy
jsou MSCs pouzivany jako terapie pro 1éCbu GvHD (graft versus host disease, reakce Stépu proti
hostiteli), osteoporosis imperfecta a jako podptirna terapie béhem 1écby diabetu prvniho typu nebo stavi
spojenych s nasledky transplantace. V poslednich letech se jejich vyzkum zaméfil také na moznost jejich
pouziti spoleén¢€ s imunosupresivni terapii, kde bylo dokazano, ze MSCs maji zna¢nou schopnost
snizovat vedlejsi efekty, které sebou tato 1éCba nese. Vhodné kandidaty pro tento piistup z nich udélala
predevsim jejich schopnost modulace imunitniho systému, a to jak prostfednictvim povrchovych molekul
pfimym bunéénym kontaktem, tak pomoci produkovanych solubilnich molekul. Zaroveii s tim imunitni
systém toleruje MSCs, které pochazi od jiného darce, a dokonce i buiiky, které byly zmnozeny in vitro.
Mimo urcitou formu imunoprivilegovanosti nebylo dosud dokazano, ze by MSCs po své aplikaci tvotily
nadory a jsou tak bezpecnou formou terapie. Mimo to bylo v ne€kolika poslednich letech ukdzdno na
schopnost extracelularnich vackl izolovanych z MSCs ptsobit velmi podobnym efektem, ptfi¢emz tato
terapie dale snizuje rizika spojena s aplikaci bunék jako takovych. Kromée toho bylo velmi podobnych
vysledkd, jako pii podani MSCs, dosazeno v nékterych piipadech i po podavani kondicionovaného média
ziskaného z téchto bunék. Je proto velkd pravdépodobnost, ze déale pokracujici vyzkum odhali nové
terapeutické moznosti pouziti t€chto bunck a terapie zalozena na MSCs se stane obecné pouzivanym

pristupem, kterym bude mozné 1é¢it nékteré choroby.
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3 Cil prace

V ramci transplantace jsou standardné podévana imunosupresivni 1é¢iva, s témi je ale spojena cela
fada vedlejSich ucinkd. Jako jednou z prilezitosti alternativniho pfistupu k 1é¢bé se jevi moznost bunécné
terapie. V tomto ohledu je aplikace MSCs vhodna piedevsim z duvodu jejich imunomodulacnich
vlastnosti a relativné snadné dostupnosti. Cilem této prace bylo analyzovat pouziti MSCs spolecné
s relativn¢ nizkymi davkami cyklosporinu A (CsA) a porovnani vysledkli kombinované terapie
s vysledky obou monoterapii. Na mySim modelu alogenni transplantace jsem proto analyzoval
cytokinovy profil a zastoupeni populaci T lymfocytd, proliferaci T lymfocyti a prezivani a migraci MSCs

v jednotlivych jedincich, kterym byla aplikovana rozdilna terapie.
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4 Literarni prehled

4.1 Mezenchymalni kmenové bunky

Za prvni zminku o MSCs miZeme povazovat popis Friedensteina et.al., ktery ve své publikaci
hovoti o buitkdch podobnych fibroblastim. Tyto buiiky byly schopné diferencovat a byly ziskany z kostni
dfené (Friedenstein, Piatetzky-Shapiro and Petrakova, 1966). MSCs jsou multipotentni bunky jejichz
populace je udrzovana pomoci sebeobnovovani. V roce 2006 byla stanovena zakladni kritéria, ktera musi
bunka spliiovat, aby byla povazovana za MSC. Jedna se o adherenci k plastu, schopnost diferenciace do
osteocytl, chondrocytll a adipocytt. Dale se jedna o expresi markert CD (cluster of differentiation,
diferenciacni skupina) 105, CD73, CD90. Zaroven nesmi tyto buiiky exprimovat markery typické pro
hematopoetickou linii, jako je CD45, CD34, CD11b, CD31 aj. (viz. obr. 1). Bohuzel dosud nebyly
objeveny zadné markery typické pouze pro MSCs (Dominici ef al., 2006).

adherence k plastiku

osteocyt
pozitivni markery:
CD105
Eg:i chondrocyt

\ adipocyt

negativni markery:
CD45

CD31

CD34

CD11b

HLA-DR
CD19

CD7%a

Obrdzek 1 — Jednoduché schéma poZadavkii, které musi burika splfiovat, aby mohla byt nazvdna MSCs, CD (cluster of
differentiation)
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MSCs mohou byt ziskdvany z riznych tkani, mezi které patii naptiklad kostni dfen, pupecnikova
krev nebo tukova tkan. V in vitro podminkach je potom lze relativné lehce kultivovat a nasobit jejich
mnozstvi (Le Blanc, 2003). MSCs pochazejici z riznych zdroji maji rozdilné inhibic¢ni vlastnosti, jak
bylo ukédzano v publikaci Ribeiro et.al. Z jejich vysledkti vyplyva, Ze nejlepsi inhibi¢ni vlastnosti
poskytuje populace MSCs ziskana z tukové tkané, takto ziskané buiiky byly schopny inhibovat jak CD4"
a CD8' T lymfocyty, B buriky, tak i NK (Natural Killer, pfirozeni zabijaci) buiiky (Ribeiro et al., 2013).

Na zékladé pritomnosti mRNA byla zjisténa exprese genti pro IL (interleukin) -6, IL-7, IL-8, IL-
11, IL-12, IL-14 a IL-15. Kromé¢ interleukind byla detekovana také mRNA rustovych faktord LIF
(leukemic inhibitory factor, leukemicky inhibi¢ni faktor), M-CSF (macrophage colony-stimulating factor,
faktor stimulujici kolonie makrofagt), ligandu Flt-3 (fims-like tyrosin kinase 3, fms-like tyrosin kinaza 3)
a SCF (stem cell factor, faktor kmenovych buné¢k). Produkce zminénych faktorti podporuje diferenciaci
hematopoetickych bunek (Majumdar ef al., 1998). MSCs jsou také schopny prezentovat antigen a to jak
klasickou cestou tak pomoci zkifizené prezentace (Galipeau et al., 2009). In vitro kultivované MSCs
postupné s dobou kultivace ztraci svou imunoprivilegovanost. Od 10 pasaze se tak zacinaji projevovat
nezadouci efekty aktivace imunitniho systému. Po 14 pasazi vykazuji MSCs imunostimula¢ni vlastnosti,
zatimco jejich supernatant vykazuje silné imunoinhibi¢ni vlastnosti. Z toho vyplyva, ze pro
imunoinhibi¢ni funkci MSCs je dtlezity bunécny kontakt, ale také solubilni faktory (Liu et al., 2012).
Soucasné s ndrGstem imunostimulacnich schopnosti se zvySuje také nachylnost bun€k k senescenci a
neschopnost reagovat na diferenciacni podnéty in vitro (Gu et al., 2016). Na imunomodula¢ni schopnosti
MSCs putisobi také stati darce, jak bylo ukdzdno u MSCs pochézejicich ze starSich darct, kde byla
potlac¢ena schopnost inhibovat T lymfocyty (Wu et al., 2014).

4.2 Modulac¢ni schopnosti MSCs

Bylo dokéazano, ze MSCs jsou schopny modulovat imunitni systém a zarovenl nejsou imunitnim
systémem rozeznavany jako nebezpecné. MSCs plisobi na T lymfocyty prostfednictvim mechanismd, jez
jsou nezavislé na MHC (major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex), jelikoz
jak autologni, tak alogenni buiiky byly schopné podporovat proliferaci T lymfocyti ve stejné mife.
Soucasné bylo zjisténo, ze proliferace T lymfocytd nesouvisi piili§ s podanou davkou MSCs. Zaroven
byly pozorovany inhibi¢ni uc¢inky MSCs v jednosmémé MLC (mixed lymphocyte culture, smésna
lymfocytarni kultura) kde opét nezalezelo na piivodu MSCs, ovSem velikost davky MSCs jiz méla na
inhibi¢ni efekt vliv (Ringden et al., 2003). Jak bylo zdokumentovéano ptisobeni MSCs na imunitni systém
nemusi vést vzdy k inhibici. Podle publikovanych vysledkl existuji 2 populace MSCs. Tyto dvé populace
pochazi ze stejnych bunék a k jejich vyvoji dochazi na zaklad¢ stimulace specifickych povrchovych

-----

MSCs je proto Casto spiSe modulac¢ni neZ inhibi¢éni a navraci organismu homeostazu (Waterman et al.,
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2010). MSCs pusobi na vSechny typy imunitnich bunék, od bunék specifického imunitniho systému jako

jsou T lymfocyty az po buiiky vrozeného imunitniho systému, jako jsou NK buriky (viz. obr. 2).

T reg cells T cells
. Inductlon / = Proliferation
. Aotwatlon * Activation
- / .CTL
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._\f’;"ﬁdf-&a‘h’ = .-"; \\.
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Obrazek 2 — Schéma vilivu MSCs na buriky imunitniho systému — MSCs jsou schopny modulovat buriky imunitniho
systému napriklad potlacenim proliferace a aktivace T a B bunék a aktivaci Treq a snizenim cytotoxické aktivity NK
bunéka dendritickych bunék, NK cell (natural killer cell, burika pfirozeny zabijdk), prevzato (Sioud, 2011)

Pro modulac¢ni vlastnosti MSCs jsou dulezité solubilni molekuly, kterych MSCs produkuji celou
fadu (tab. 1). Na zakladé vysledkt ziskanych z in vivo mysiho modelu byla dokazana schopnost MSCs
produkovat PGE, (prostaglandin E2), kterym ptisobi inhibi¢né na jednotlivé populace imunitnich bunék.
Syntéza PGE; neni u MSCs konstitutivni, nybrz je indukovana IL-6 v misté zanétu. Diky PGE; jsou tak
MSCs schopny ovliviiovat rovnovahu mezi Th1/Th2 smérem k Th2 (Bouffi et al, 2010). PGE,
produkované MSCs je mimo to schopné indukovat specialni typ regulac¢nich T bunék. Tyto bunky jsou

CD4*IL-10*IFNy+ a pﬁsobi inhibi¢né na MLC (Hsu et al., 2013). Soucasné ma PGE; vliv na makrofagy, u

rrrrr

DalSim moznym mechanismem podilejicim se na snizené reaktivit¢ imunitniho systému proti
MSCs je pritomnost HLA-G (human leukocyte antigen G, antigen lidskych leukocytd G), ktera byla
detekovana jak u fetalnich MSCs (Gotherstrom et al., 2005), tak u MSCs pochazejicich z dospélého darce
(Mazurier et al., 2007). Exprese proteini HLA-G je konstitutivni a neméni se po stimulaci. Po
zablokovani HLA-G piislusnou protilatkou dojde ke zvySeni proliferace T lymfocytd v MLC (Mazurier et
al., 2007).

Solubilni molekulou, ktera hraje v imunomodulac¢nich vlastnostech MSCs velmi diilezitou roli, je

také enzym IDO (indoleamine-2,3-dioxygenase). Ten je mediatorem piemény tryptofanu na kynurenin.
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Kromé vycCerpani tryptofanu jsou pak i pozdéjsi produkty metabolismu kynureninu schopné potla¢ovat
proliferaci T lymfocytt (Meisel ef al., 2004). Vyznamnou roli hraje v tomto mechanismu IFN (interferon)
v. MSCs vystavené pusobeni IFNy jsou timto cytokinem ovlivnény a dochdzi u nich k indukci
protizanétlivého fenotypu. Takto ovlivnéné buiiky jsou schopny produkovat IDO (Krampera ef al., 2006).
Jednim z nejdulezitéjsich producentti IFNy jsou CD8* T lymfocyty, jejichz kriticka role v ovlivnéni MSCs
byla ukazédna na modelu autoimunitniho onemocnéni lupus erythematosus, kde byly MSCs schopné
zlepsit pribéh nemoci pravé pusobenim IDO na T lymfocyty. Zajimavé je, ze MSCs pochazejici
z pacientll trpicich lupusem vykazovaly snizenou schopnost produkce IDO a jejich schopnost regulace
imunitniho systému tak byla potlacena (Wang et al., 2014). Inhibi¢ni schopnosti MSCs mediované
produkci IDO mohou byt zesileny prostfednictvim stimulace TLR3 a TLR4. Signaliza¢ni drdha vyvolana
vazbou ligandi na tyto receptory miize vést k autokrinni produkci IFNP. To spousti signalizaci, ktera ma

za nasledek zvyseni produkce IDO MSCs (viz obr.3) (Opitz et al., 2009).

Obrdzek 3 — Schéma signalizace zvysujici produkci IDO — Stimulace receptor’ TLR3/4 vede ke spusténi signalizacni kaskady,
kterd ma za ndsledek zvyseni produkce IFN-18, ten plsobi autokrinné na MSCs a zvysuje jejich modulacni vilastnosti spusténim
signalizacni drdhy, na jejimZ konci je produkce IDO (indolamin-2,3-dioxygendza), TLR (Toll-like receptor), TRIF (TIR-domain
containing adapter inducing IFN-8, adaptér obsahujici doménu TIR indukujici IFN-8), IFN (interferon), IFNAR (interferon
alpha/beta receptor alpha chain, alfa fetézec receptoru interferonu alpha/beta), STAT (signal transducer and activator of
transcription, aktivator transkripce), PKR (protein kinase R, protein kindza R), prevzato (Opitz et al., 2009)
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Tabulka 1 — Souhrnny pfehled solubilnich faktori, kterymi mohou MSCs piisobit na buriky imunitniho systému — dendritickd
bunka (DC), prevzato a upraveno podle (Salami et al., 2018)

HLA-G inhibice perifernich mononuklearnich bunék

IDO inhibice proliferace T lymfocyt(

NO inhibice bunécné aktivace

PGE-2 inhibice NK bunék a maturace DC, modulace T bunécné odpovédi
IL-6 inhibice diferenciace DC a proliferace T bunék

IL-10 inhibice T bunécné odpovédi a potlaceni diferenciace Th17 bunék
VEGF inhibice apoptdzy

TGFB a HGF proliferace a produkce IFNy

LIF inhibice proliferace T bunék

BAFF zvyseni proliferace B bunék
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Kromé solubilnich molekul se na modulaci imunitnich reakci pomoci MSCs podili také bunéény
kontakt (tab. 2). Jednou z molekul, kterd je za tento efekt zodpovédna je napiiklad FasL (cell death
receptor Fas ligand, ligand receptoru bunécné smrti Fas). Ten je MSCs exprimovan a po bunééném
kontaktu s T lymfocyty indukuje jejich apoptozu. Soucasné MSCs exprimuji Fas receptor (cell death
receptor Fas, receptor bunécné smrti Fas), prostiednictvim kterého kontroluji syntézu MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein 1, chemoatraktivni monocytarni protein 1). Chemotakticky protein MCP-1 je
zodpovédny za migraci T bunék, coz zajisti jejich bunéény kontakt s MSCs a zvysuje se tak apoptoticky

efekt FasL (Akiyama et al., 2012).

Dal$im mechanismem, ktery hraje roli v imunosupresivni aktivit¢ MSCs je jejich schopnost
exprimovat PD-1 (programmed cell death 1, receptor programované bunécné smrti 1), a jeho ligandy PD-
L1 a PD-L2 (Augello et al., 2005). Pro funkci PD-L1, ktery je jednim z inhibitori imunitniho systému, je
klicovy bunéény kontakt mezi MSCs a buitkami exprimujicimi PD-1. Proto je tato jejich schopnost
zavisla na davce, v jaké jsou MSCs podany. Soucasné bylo dokazano, Ze s piritomnosti IL-6 se zvysi
schopnost MSCs exprimovat PD-L1 (Luz-Crawford et al., 2012). V praci Di Trapani et. al. se potom
objevil diikaz, ze pro imunosupresivni vlastnosti MSCs neni nezbytny bunéény kontakt mezi MSC a
modulovanou buinikou. Vin vitro modelu ukazali na dilezitost extracelularnich vackl, které mély
vysokou expresi PD-L1 a zaroven obsahovaly 2 typy miRNA (micro ribonucleic acid, mikro
ribonukleova kyselina) podilejici se na modulaci zanétlivych reakei (Di Trapani et al., 2016). Vysledky
skupiny Yan et.al. také ukazuji na schopnost MSCs zvySovat expresi PD-1 na povrchu T bunék a jeho

stimulaci zptisobit apoptdzu téchto bunék (Yan et al., 2015).

Diulezitymi molekulami, podilejicimi se na imunomodulac¢nich schopnostech MSCs, jsou galektiny
(obr.4). Jak bylo ukazano exprese galektinu-1 hraje dulezitou roli ve schopnosti MSCs inhibovat
proliferaci T lymfocytd. Po jeho knock-downu je proliferace T lymfocytl obnovena, zaroven galektin-1
pochazejici z MSCs ma schopnost inhibice aloreaktivnich CD4" 1 CD8" T lymfocytl a regulace produkce
cytokinii (Bohringer et al., 2010). Podobné vlastnosti byly prokazany také u dal§iho zastupce rodiny
galektind a sice galektinu-3 (Sioud et al., 2010). Pozd¢€ji byly inhibi¢ni vlastnosti objeveny také u
galektinu-9. Ten pusobi pfedev$im na B lymfocyty a je schopen zabranit produkci protilatek (Ungerer et
al., 2014).
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Obrdzek 4 — Schéma plsobeni galektini na T lymfocyty — MSCs jsou schopny exprimovat galektiny, jejichZ prostfednictvim
pusobi na buriky imunitniho systému, CD (cluster of differentiation), IL (interleukin) prevzato (Sioud, 2011)

Tabulka 2 — Souhrnny pfehled povrchovych mokelu odpovédnych za imunomodulacni vlastnosti MSCs, PD-L (programmed
death ligand, ligand receptoru programované bunécné smrti), Fas (cell death receptor Fas, receptor bunécné smrti Fas), FasL
(cell death receptor Fas ligand, ligand receptoru bunécné smrti Fas)

PD-L1 inhibice imunitnich bunék

PD-L2 inhibice imunitnich bunék
FasL, Fas indukce apoptozy,

chemoatrakce

galektin 1 inhibice T lymfocyta
galektin 3 inhibice T lymfocytl
galektin 9 | inhibice produkce protilatek

ICAM-1 inhibice T lymfocytl
VCAM-1 Inhibice T lymfocyt

4.2.1 VIliv MSC na T lymfocyty

V praci Di Nicola et.al. bylo dokazano, ze MSCs maji schopnost potlacovat proliferaci T
lymfocytd, a to jak po specifické, tak nespecifické stimulaci. Soucasné bylo ukazano na roli TGF-p
(transforming growth factor beta, transformujici ristovy faktor beta) a HGF (hepatocyte growth factor,
rustovy faktor hepatocytli), jako kritickych hract v inhibici T lymfocytd, jelikoZz po blokaci téchto

cytokinti specifickymi protilatkami doslo k obnoveni jejich proliferace (Di Nicola et al., 2002). Zaroven
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jsou MSCs schopny produkovat solubilni IL-2R (interleukin 2 receptor), jehoz prostiednictvim opét

potlacuji proliferaci T lymfocytti (Rasmusson ef al., 2005).

Vlivem prozanétlivych cytokint, ptedevsim IFNy, IL-1 a TNF-a (tumor necrosis factor a, faktor
nektortizujici nadory o), dochazi ke zvyseni exprese adhezivnich molekul ICAM-1 (intracellular adhesion
molecul 1, intracelularni adhezivni molekula 1) a VCAM-1 (vascular cell adhesion protein 1, adhezivni
protein vaskularnich bunék 1) na povrchu MSCs. Nésledné je zvySena adheze MSCs a jejich schopnost
vazby jak na T lymfocyty (Ren ef al., 2010), tak jejich schopnost adherovat k endoteliim a prostupovat do
mista zadnétu (Segers ef al., 2005). Stejna kombinace prozanétlivych cytokinii navozuje u MSCs produkci
chemokiniit CXCL (chemokine C-X-C motif ligand, ligand chemokinu struktury C-X-C) - 9 a CXCL-10,
které jsou silnymi atraktanty T lymfocytti. Soucasné s produkci chemokinti dochédzi vlivem
prozanétlivych cytokind k produkci NO (nitric oxide, oxid dusnaty), coz je silny inhibitor T lymfocyta,
ktery ovSem piisobi pouze lokalné. Na zdkladé chemokinového spadu dojde k migraci T lymfocytd do
okoli MSCs, kde je vysoka koncentrace produkovaného NO a tim dojde k jejich inhibici (Ren et al.,
2008). MSCs jsou také schopny potlacovat expresi CD25 a CD38 na lymfocytech stimulovanych PHA
(phytohaemagglutinin, fytohemaglutinin) a k tomuto potlaceni dochazi prostfednictvim solubilnich
molekul (Le Blanc et al., 2004). Navozeni inhibice bunéénym kontaktem s MSCs je siln¢j$i nez samotné
pusobeni solubilnich faktord. Jeji mira pozitivné koreluje s hladinou exprese IDO, zatimco po
zprostiedkovani bunécného kontaktu se ptidavaji dal$i mechanismy a Groven inhibice bunééné odpovédi
koreluje s expresi IL-10 a TGF-B (transforming growth factor B, transformujici rdstovy faktor P)

(Fouillard et al., 2008).

I v pfipad€ minoritnich populaci T lymfocytt, jako jsou napiiklad y/6 T lymfocyty plati, Ze jsou
tyto populace puisobenim MSCs inhibovany. Galimberti et.al. ukazali, Ze po kontaktu y/6 T lymfocyti
s MSCs dochazi k inhibici jejich expanze, naproti tomu u jiz expandovanych bunék nemél kontakt zadny
vliv na jejich funkci. Podobny efekt byl pozorovan i v ptipadé pouziti kondicionovaného média ziskaného

z kultury MSCs, které potlacovalo y/d T bunky s nizsi efektivitou (Galimberti et al., 2009).

4.2.1.1 Th1aTh2 populace

Pro vSechny publikace vénujici se vztahu MSCs s Thl a Th2 populacemi je typické, ze uvadéji
nejednoznaény vliv MSCs na Th1/Th2 populace. Aplikace MSCs ma vzdy za nasledek spiSe obnoveni
rovnovahy mezi témito populacemi a navrat homeostazy. V experimentalnim modelu zanétu zptisobeném
alergickou reakci byla ukazana schopnost MSCs potlacovat Th2 lymfocyty aktivované alergenem.
Zaroven jsou MSCs schopny indukovat T., lymfocyty a jejich prostiednictvim navodit alergen-

specifickou toleranci (Kavanagh and Mahon, 2011).
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Mimo alergické prostiedi jsou MSCs schopny potlacovat expanzi Th2 bunck také v modelu
autoimunitniho onemocnéni, jak ukdzali Zhou et.al. Po aplikaci MSCs dosSlo ke zlepSeni projevi
onemocnéni u MRL/lrp mysi, které jsou pouzivany jako model pro Lupus erythematosus a Sjorgentv
syndrom. ZlepSeni bylo pozorovano v souvislosti s potlacenim expandované Th2. Zaroven byl pozorovan
posun v balanci Th1/Th2 smérem k Thl a pokles v produkci autoprotildtek B lymfocyty (Zhou et al.,
2008). Zaroven s tim dochazi v modelu lupusu k poklesu produkce IL-4 typického pro Th2 populaci za
soucasného naristu produkce IFNy, typického pro Thl populaci. Mimo upraveni rovnovahy Th1/Th2 byl
pozorovan také znacny narust v produkci TGF-B, souvisejiciho s Treg populaci, coz znaci zlepSeni
celkového pribehu nemoci (Sun et al., 2010). Naproti tomu byla na experimentalnim modelu diabetu 1.
typu ukazana schopnost MSCs navodit zlepSeni pribéhu onemocnéni prostrednictvim zvyseni produkce
Th2 cytokind, jako je IL-4 a zaroven navraceni rovnovahy Th1/Th2 (Fiorina ef al., 2009; Ezquer et al.,
2012). Stejné vysledky byly pozorovany v ptipad¢ alogenni transplantace ledvin, kdy byla vlivem MSCs
polarizovana cytokinova odpovéd’ smérem k Th2 (Ge et al., 2010). Schopnost udrzovat rovnovahu mezi
Th1/Th2 populacemi nemaji jen MSCs. Bylo dokazano, Ze pouziti kondicionovaného média ziskaného
z kultivace MSCs je dostacujici pro navraceni rovnovahy Thl1/Th2 vkrysim modelu astmatu

(Keyhanmanesh et al., 2018).

4.2.1.2 Th17 a T,z populace

Dulezitym mechanismem, ktery ovlivituje prostfedi organismu po aplikaci MSCs je také jejich
schopnost inhibovat diferenciaci a funkénost Th17 populace T lymfocytd. Latkami podilejicimi se na této
funkci jsou PGE; a IDO, produkované MSCs (Tatara et al., 2011). Pfesmyk naivnich T bun€k na Th17
populaci je tlumen solubilnimi faktory zavislymi na COX-2 (cyclooxigenase 2, cyklooxygenaza 2), které
jsou produkovany MSCs po kontaktu s aktivovanymi T lymfocyty. Dilezitou roli zde hraje molekula
PGE.,, produkovana MSCs, ktera se vaze na receptor EP4 (prostaglandin E2 receptor 4) ptitomny na Th17
lymfocytech. Vlivem téchto mechanisma dochazi ke sniZzeni produkce prozanétlivého IL-17 (McCarthy et
al., 2011). Pokles Th17 populace je pozorovan i v pfipad¢ revmatoidni artritidy, kde soucasné s regulaci
velikosti populace Th17 dochézi vlivem MSCs ke snizeni produkce cytokind IL-17, IL-21, IFNy a TNFa
a nartistu produkce TGF-B (Vasilev ef al., 2019).

Kromé¢ potlaceni vyvoje Th17 jsou MSCs schopny také snizovat jejich funkci. Pro produkei IL-17
je dulezita funkénost transkripéniho faktoru STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3,
aktivator transkripce 3). Ten se vaze na promotor IL-17 a pozitivné tim ovlivituje jeho produkci. MSCs
maji schopnost produkovat az 4 varianty chemokinu CCL (chemokine C-C motif ligand, ligand
chemokinu struktury C-C) 2, ktery plisobi antagonisticky proti STAT3, ¢imz inhibuje aktivitu Thl7
lymfocytt (Rafei ef al., 2009). Po bunééném kontaktu MSCs s Th17 lymfocyty, prostfednictvim CCL20
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na MSCs a jeho receptorem CCR6 na Th17 lymfocytech, miize navic dojit k nartistu produkce IL-10 a
indukci transkripniho faktoru FoxP3 (forkhead box protein 3). Tento efekt miize nastat pouze v
ptitomnosti PGE,. Nasledkem toho mtze dojit k pfesmyku Th17 lymfocyti na T lymfocyty (Ghannam
et al., 2013). MSCs maji také schopnost stimulovat nediferencované¢ T lymfocyty k produkci IL-10 a
TGF-B. Produkce zminénych faktorti vede k vyvoji regulacnich Ty, lymfocyti (Prevosto et al., 2007).
Soucasné s potlacenim Th17 populace jsou MSCs schopny podporovat populaci Ty, pomahaji udrzet
vysokou hladinu exprese transkripcniho faktoru FoxP3 a snizuji expresi CD127, coz zajistuje dlouhodobé
udrzeni T, a jejich regulacnich vlastnosti (Di lanni et al., 2008). V piipad¢ alogenni transplantace
ledviny dochazi pod vlivem IDO produkovaného MSCs, k nartistu populace Tr lymfocyti a snizeni
reakce na transplantat (Ge et al., 2010). Krom¢ funkce béhem transplantace organti byly pozorovany
podobné vysledky i v piipad€ poranéni plic. V experimentalnim modelu zanétu plic vyvolaného aplikaci
LPS bylo po intravenéznim podani MSCs pozorovano snizeni zanétu, manifestované poklesem aktivity
migrujicich bunék, poklesem prozanétlivych cytokinti a snizeni vaskuldrni permeability. Soucasné bylo
pozorovano potlaceni populace Th17 a procentudlni nartist populace Tr, a s ni souvisejiciho cytokinu IL-

10 (Wang et al., 2019).

Prace Normanton et. al. ukazala na schopnost MSCs inhibovat apoptézu T lymfocytti produkei IL-
7. Soucasné s inhibici apoptdzy byla pozorovana schopnost MSCs zvySovat podil Ty, lymfocytl na tkor
Th17 lymfocytd (Normanton ef al., 2014). Antiapoptotické vlastnosti MSCs byly pozorovany také jinou
skupinou, ktera ukazala na nutnost buné¢ného kontaktu mezi MSCs a splenocyty (Spl). Samotny bunécny
kontakt ovsem neni pro inhibici apoptozy dostacujici, dilezitou roli hraje také produkce IL-6 MSCs (Xu

et al., 2007).

4.2.1.3 CD8* T lymfocyty

MSCs jsou z velké casti odolné vici lyze cytotoxickymi T lymfocyty, jejichz efekt inhibuji
pomoci rozpustnych faktorti. Soucasné jsou MSCs schopny inhibovat vyvoj cytotoxickych T lymfocytd,
tato jejich schopnost je ovSem zavisla na ¢ase podani a davce bunék. Naproti tomu na jiz aktivované

efektorové cytotoxické T lymfocyty nemaji zadny vliv (Rasmusson et al., 2003).

MSCs maji schopnost snizovat expresi CD8 na cytotoxickych T lymfocytech a zaroven s tim
snizuji expresi aktivacnich markert. Nejvyrazné€jsi rozdil byl zaznamenan v pfipadé¢ CD28, CD44 a
CD95. Tato jejich funkce uzce souvisi s CD14" monocyty, na které pusobi prostiednictvim solubilnich
molekul. Takto indukované monocyty poté ptimym bunécnym kontaktem pusobi na CD8" lymfocyty,
snizuji jejich aktivitu a indukuji regulacni fenotyp (Hof-Nahor et al., 2012). Studie Li et.al. ukazala na
schopnost MSCs potlacovat CD8" cytotoxické T lymfocyty a jejich produkci IL-2 a IFNy. Tento efekt je
zprosttedkovan jak solubilnimi faktory, jako je PGE,, IDO, TGF-B, tak prostfednictvim piimého
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buné¢ného kontaktu pomoci MIC (MHC class I polypeptide-related sequence) -A a MIC-B, jejichz
vlivem snizuji expresi NKG2D (NK cell receptor D, receptor NK bunék D) na CD8" lymfocytech (Li et
al.,2014).

4.2.2 Vliv MSCs na ostatni buiiky imunitniho systému

4.2.2.1 B bunky

Kromé T lymfocytli maji MSCs vliv také na B lymfocyty. V experimentalnim modelu kolitidy
bylo pozorovano zlepSeni pribéhu onemocnéni po aplikaci MSCs, které modulovaly nerovnovahu
Th1/Th17/Tee smérem k navyseni poctu Tr, bun€k. Mimo to byl pozorovan nariast CD5" B lymfocyti a
Biee lymfocytt, které produkovaly IL-10 (Chao ef al., 2016). Velmi podobnych vysledki bylo dosazeno
také ve steroid-resistentnim GvHD. Zde po aplikaci MSCs doslo ke zlepSeni stavu pacienta, to bylo
vyvolano navysenim populace CD5+ B lymfocytl, které byly schopné produkovat IL-10 (Y Peng et al.,
2015). Zminény nartst populace B lymfocytd miize byt zptisoben produkci BAFF (B cell activating
factor, faktor aktivujici B builky), ktery jsou MSCs schopny produkovat po odpovidajici stimulaci.
Pomoci stimulace TLR-4, ktery se pfirozen¢ vyskytuje na povrchu MSCs, bylo mozno pozorovat expresi
BAFF, ktera byla regulovana prostfednictvim NFkB (nuclear factor kappa light chain enhancer of

activated B cells, jaderny faktor kappa B) signaliza¢ni drahy (Yan et al., 2014).

Naproti tomu bylo v experimentalnim mys$im modelu lupusu pozorovano potlaceni aktivace B
lymfocyti a zlepSeni nefritidy. Po aplikaci MSCs dochéazelo ke snizeni maturace a diferenciace B
lymfocyt spolecné s potlacenim jejich aktivace. Vysledky dokladaji schopnost MSCs potlacit expresi
BAFF a jeho receptortt (Ma et al., 2013). V in vitro experimentech se také ukédzala schopnost MSCs
potlacovat terminalni diferenciaci B lymfocyti, soucasné bylo v supernatantu pozorovano sniZzené
mnozstvi Ig (imunoglobulin) M. Stejny efekt byl poté pozorovan i v in vivo modelu, kde mysi, jimz bylo
podano kondicionované médium pochézejici od MSCs, kdy tyto buiiky vykazovaly snizenou sekreci IgM
a IgG1 (Asari et al., 2009). Pro Gspé$nou modulaci B bunééné odpovédi jsou velmi dulezité T lymfocyty.
Jak bylo ukézano, samotné MSCs nejsou schopné spolehlivé modulovat B bunééné imunitni reakce.
Kritickou roli hraje bunéény kontakt MSCs a T lymfocytt, kdy dochazi k produkci solubilnich faktor,
kterymi jsou ovlivnény B lymfocyty a samotny bunécny kontakt s nimi tak jiz neni vyzadovan (Rosado et

al., 2014). Souhrnné tyto vysledky opét ukazuji na schopnost MSCs obnovovat homeostazu.

4.2.2.2 Buiilky vrozeného imunitniho systému

Kromé vlivu na T a B lymfocyty ptisobi MSCs i na ostatni bufiky imunitniho systému. Prace
English et.al. naptiklad ukézala schopnost MSCs potlacovat funk&nost dendritickych bunék (DC). MSCs
byly pii kokultivaci s DC schopné potlacit maturaci téchto buné¢k, snizuji expresi MHC-II a CD86.
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Popsané zmény maji za nasledek snizeni schopnosti dendritickych bunék prezentovat antigen. Zaroven
byla potlacena schopnost dendritickych bunék migrovat pod vlivem CCL19. To je zpisobeno docasné
snizenou expresi chemokinového receptoru CCR7 (English, Barry and Mahon, 2008). Dale byla ukazana
schopnost MSCs blokovat vstup monocytit do G; faze a jejich diferenciaci na DC (Ramasamy et al.,
2007). Vjiné studii byl potvrzen inhibi¢ni vliv MSCs na dendritické bunky, které nebyly vlivem
produkce IL-10 a bunééného kontaktu schopny dokoncit svlij vyvoj z monocytl. Soucasné s timto
nalezem bylo ukazano, ze MSCs méni funkci DC a indukuji u nich zvySenou schopnost fagocytozy a
inhibuji jejich schopnost aktivovat lymfocyty spoleéné se zménou jejich fenotypu smérem k regulacnim
dendritickym bunkam produkujicim IL-10 (Gao et al., 2017). Soucasné MSCs ménily profil cytokind
produkovanych DC, kdy doslo ke snizeni produkce GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, faktor stimulujici kolonie makrofag a granulocytd), CXCL1, CCL-5, IL-8, IL-6,
CCL-2, CCL-7 a CCL-8 (Park et al., 2015). MSCs také potlacuji vyvoj a funkci dendritickych bunék, a to
jak CD34" generovanych tak téch z monocyt. V obou piipadech se na inhibici podili pfedev§im solubilni

faktory IL-6 a M-CSF (Nauta et al., 2006).

MSCs maji schopnost do urcité miry odolavat lyze NK buinikami, navzdory tomu, Ze jsou t€émito
bunkami rozpoznavany. Pies svou vlastni odolnost proti NK buitkkdm nejsou schopny zabranit lyze
ostatnich bunéénych typt, ktera je zprostfedkovana NK bunkami (Rasmusson et al., 2003). Zaroven jsou
MSCs zabranuji proliferaci neaktivnich NK bun¢k indukovanou IL-2, ovSem na proliferaci jiz aktivnich
bun¢k maji jen maly vliv. NK buiiky mohou také lyzovat MSCs ovSem schopnost NK bun¢k lyzovat
MSCs je po indukci MSCs pomoci IFNy vyznamné sniZzena, protoze jeho vlivem dojde k navyseni

exprese MHC I na MSCs (Spaggiari et al., 2006).

MSCs maji také efekt na polarizaci makrofagl. V ptipadé aplikace MSCs je silné tendence zmény
fenotypu makrofagii z M1 na M2. Makrofagy, které pfisly do styku s MSCs exprimuji vice CD206 a
vykazuji snizenou produkci IL-12 a TNF-0, a sou¢asné maji zvy$enu svou fagocytickou aktivitu (Kim and
Hematti, 2009). Tato zména je doprovazena poklesem v produkci cytokint typickych pro M1 populaci
jako je IL-1B, IL-6 a MCP-1 naopak dochazi k nartstu v produkci IL-10. Soucasné dochazi béhem
zpracovani -argininu k upfednostiiovani enzymu Argl (arginase coding gene 1, arginazu kodujici gen 1),

ktery je typicky pro M2 makrofagy (Cho ef al., 2014).

4.3 MSCs a jejich terapeutické vyuziti

Pro svoje vlastnosti byly MSCs vybrany jako vhodnd forma experimentalni terapie nékterych
onemocnéni. Mezi prvnimi klinickymi testy, které pouzivaly MSCs jako terapii urychlujici regeneraci
byla napfiklad jejich transplantace pacientim po chemoterapii, kde podporovaly krvetvorbu (Gerson et

al., 2000). V pripad¢ akutniho steroid-resistentniho GvHD je po transplantaci MSCs mozZno pozorovat
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zlepseni (Ringdén et al., 2006; Y. Peng et al., 2015; Cesen Mazié et al., 2018). Aplikace MSCs podporuje
obnovu lymfocytl po transplantaci hematopoetickych bun€k a snizuji riziko selhani §tépu. Soucasné
nebyly pozorovany zadné negativni efekty a terapie byla prohlaSena za bezpecnou (Ball et al., 2007).
Zarovei neni problém pouzit buiiky od jiného darce, které jsou i pfes sviij odlisny ptivod stale schopny
podporovat §tép hematopoetickych kmenovych bunck a potlacovat nezddouci reakce T lymfocyt proti
Stépu (Maitra et al., 2004). Dal§im moznym vyuzitim je jejich transplantace pacientim trpicim
autoimunitnimi onemocnénimi, kde je jejich efekt taktéz pozitivni. V soucasnosti probiha témétr 300
klinickych studii vyuzivajicich MSCs jako formu terapie. Tyto testy pokryvaji Siroké spektrum diagnoz,
od podpory regenerace po nejruznéjSich poranénich, pfes lécbu autoimunitné zprostiedkovanych
organovych disfunkci a podporu regenerace po transplantacich az po regenerativni doplitkovou terapii pro

pacienty, kterym byl odstranén nador (zdroj clinicaltrials.gov).

4.4 Cyklosporin A

Cyklosporin A (CsA) je latka s imunosupresivnimi vlastnostmi, ktera byla poprvé izolovana pted
vice nez 40 lety z houby Hypocladium (Borel et al., 1994). Existuje ve tiech formach urcenych pro riizné
zpusoby podani, jedna se o ordlni, intramuskularni a intravendzni (Britton and Palacios, 1982). Patii mezi
latky souhrnné oznacovany jako imunophilinové ligady. Své funkce dosahuje CsA prostfednictvim vazby
na cyklofilin, jehoz prostiednictvim blokuje fosfatazovou aktivitu kalcineurinu. Zablokovani kalcineurinu
ma za nasledek kompletni inaktivaci transkripéniho faktoru NF-AT (nuclear factor of activated T cells,
jaderny faktor aktivovanych T lymfocytd), ktery fidi celou fadu genli souvisejicich s aktivaci T
lymfocytt, jedna se naptiklad o gen pro IL-2, IL-4 a CD-40L. Kromé tohoto mechanismu je CsA schopen
také blokovat transkripcni faktory AP-3 (adaptor protein complex 3, komplex adaptorovych proteint 3) a
Oct-1 (octamer-binding transcription factor 1, oktamer vézajici transkripéni faktor 1) a také signdlni
drahu JNK/p38 (c-Jun N-terminal kinase, c-Jun N-termindlni kindza/mitogen activated protein kinase,
mitogenem aktivovana protein kinaza) (schéma ptisobeni viz. obrazek 5) (Schreber, 1991; Schreiber and
Crabtree, 1992; Tedesco and Haragsim, 2012). Kromé zadoucich G¢inkti imunosuprese sebou nese pouziti
CsA také celou fadu negativnich vedlejsich G¢inkt. Jedna se predevsim o poskozovani a snizeni funkce
ledvin, zvySeni krevniho tlaku nebo zvySenou nachylnost k tvorbé nadorti (Webster et al., 2005). Mimo to
se pri 1écbé CsA objevuje také snizeny pocet T lymfocytt (Jenkins, Schwartz and Pardoll, 1988; Hijnen et
al., 2009). 1 presto je CsA v soucasnosti hojné uzivanym terapeutikem pii 1é¢bé souvisejici
s transplantacemi organti a autoimunitnimi onemocnénimi (Starzl er al., 2010; Tedesco and Haragsim,

2012).
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Obrdazek 5 — Schéma plisobeni CsA — CsA pusobi na transkripcni faktor NF-AT pomoci inhibice calcineurinu, tim dojde k inaktivaci
NF-AT, coZ mad za ndsledek potlaceni transkripce celé rady gend, které hraji diuleZitou roli béhem aktivace T lymfocyti. Tim
dochdzi k tlumeni funkce T lymfocytd, IL-1r (interleukin 1 receptor), CD3 (cluster of differentiation 3), CsA (cyklosporin A), ras (rat
sarcoma protein, protein krysiho sarkomu), NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, jaderny faktor
lehkého retézce kappa aktivovanych B bunék), IkB (inhibitor of nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activade B cells,
inhibitor NFkB), NF-AT (nuclear factor of activated T cells, jaderny faktor aktivovanych T bunék), PKC (protein kinase c, protein
kindza c), AP-1 Activator protein 1, aktivatorovy protein 1), CD28re (cluster of differentiation 28 response element), Oct
(octamere binding transcription factor, oktamer vdzajici transkripni faktor), Dap (death associated protein 1, protein
asociovany s bunécnou smrti 1), pfevzato a upraveno podle (Schreiber and Crabtree, 1992)

4.5 MSCs v kombinaci s imunosupresivni terapii

Prestoze se vztahu imunosupresivni terapie a MSCs vénuje jen maly zlomek publikovanych praci
jsou i na tomto poli znamy vysledky. Je dokazano, Ze nizké davky imunosupresivni terapie nemaji zadny
nezadouci vliv na MSCs (Hoogduijn et al., 2008; Pischiutta et al., 2014; Girdlestone et al., 2015; Tsuji et
al., 2015) Naopak imunosupresivni 1éCiva maji Casto podpirny efekt na MSCs, jak bylo ukazano
napiiklad pfi kultivaci MSCs s CsA, kdy MSCs vykazovaly zvySenou funk¢nost a byla u nich potlacena
apoptdza (Chen et al., 2008). Dale mél CsA schopnost u MSCs navodit zvySenou produkci PD-L2 (Qu et
al., 2018). Krom¢ toho bylo ukazano, ze nékteré druhy imunosupresivni terapie pusobi synergisticky
s MSCs a navzajem amplifikuji svou odpoveéd, jako naptiklad rapamycin (Togha et al., 2017). Objevuje
se také potlaceni produkce prozanétlivych cytokinid (Zhang, Qin and Zhou, 2007). V jinych pitipadech je
kombinovana terapie schopna dosdhnout novych efektt. Tak je tomu napiiklad u aplikace MSCs a
mikofenolatu mofetilu, kdy je tato kombinace schopna zabranit infiltraci alogenniho $tépu T buiikami a

inhibovat antigen prezentujici buiiky (Eggenhofer, 2010).
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Nase laboratoi se problematice podavani MSCs soubéZné s imunosupresivni terapii vénuje jiz fadu
let, z tohoto pohledu navazuje moje prace na publikované vysledky. Jedna se pfedev§im o névaznost na
praci dokumentujici potlaceni nezddoucich efektli imunosupresiv vlivem MSCs a jejich vliv na
rovnhovahu mezi jednotlivymi populacemi T lymfocyti (Hajkova, et al., 2017a). A také navaznost na
praci zabyvajici se lokalni aplikaci MSCs a CsA pomoci nanovldkeného nosic¢e (Hajkova, et al., 2017b).
Moje prace pak méla za jeden z vedlejsich cili ovéfit, zda jsou poznatky ziskané z in vifro podminek a pfi

lokalni aplikaci MSCs uplatnitelné také pfi systémovém podani.

4.6 Bezpecnost terapie pomoci MSCs a jeji budoucnost

Stejn€ jako pii jinych bunécnych terapiich vyvstava i pii pouziti MSCs otazka o bezpecnosti této
terapie. Jako vétSina lécebnych piistupti, nese s sebou i aplikace MSCs riziko vedlejSich efekti. Nékteré
publikované vysledky hovoti o schopnosti MSCs podporovat tvorbu nadord. To je umoznéno predevs§im
podporou Ty lymfocytl a produkei rustovych faktorl, jako je naptiklad TGF- (Patel et al, 2010).
Pripadné o podpore metastatické aktivity nadoru celkovym utlumenim imunitniho systému (Gazdic ef al.,
2017). Téchto publikovanych vysledkli je ovSem jen malé mnozstvi, vétSina praci hovoii naopak o
bezpecnosti terapie pomoci MSCs. Jedna se naptiklad o publikaci ukazujici na schopnost MSCs inhibovat
chemicky indukovanou tvorbu nadoru (Nasuno et al., 2014) nebo o publikace vychazejici z klinickych

testd, kdy byly MSCs podavany jako terapie pii organovych transplantacich (Perico et al., 2011, 2018).

V poslednich n¢kolika letech se vyzkum MSCs zamétuje také na produkty téchto bunék a moznost
jejich vyuziti. Casto jsou zmifiovany naptiklad extracelularni vacky. Ty funguji podobné jako buiiky
samotné, ale pfinasi snizena rizika ve srovnani s pouzitim zivych MSCs (Di Trapani et al., 2016).
Moznosti pouziti extracelularnich vackt byly ovéfeny také v experimentalnich in vivo modelech
(Shigemoto-Kuroda et al., 2017; Bier et al, 2018). Dalsim moznym postupem je vyuZiti
kondicionovaného média, které poskytuje podobné vysledky, jako pouziti MSCs. Efekt
kondicionovaného média byl testovan in vitro (Tafti et al., 2018). Zaroven byly provedeny i in vivo studie
na modelech rozdilnych onemocnéni, kde kondicionované médium zlepSovalo celkovy stav organismu

(Kay et al., 2017; Keyhanmanesh et al., 2018).
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5 Metody a material

5.1 Zvirata

Na experimenty byli pouZiti jedinci obou pohlavi mySiho kmene BALB/c a C57BL/6 (B6). Zvitata
ve véku 8-12 tydnii byla ziskana z chovu Ustavu molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky
(UMG AV CR)

5.2 Média a roztoky

Na izolaci a kultivaci MSCs bylo pouzito DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium, PAA
Laboratories, Pasching, Austria). Médium bylo obohaceno pfiddnim 10 % fetalniho teleciho séra (fetal
calf serum, FCS, Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA — dale jen Sigma), antibiotiky — 100 mg/ml
Streptomycinu (Sigma), 100 U/ml Penicilinu (Sigma) a 10 mM Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid) pufru (Sigma).

Pro izolaci a kultivaci Spl bylo vyuzito RPMI (Roswell Memorial Park Institute 1640 medium,
Sigma). Médium bylo obohaceno ptiddnim 10 % FCS, antibiotiky — 100 mg/ml Streptomycinu, 100 U/ml
Penicilinu a 10 mM Hepes pufrem a 5x10~°> M 2-mercaptoethanolu (Sigma).

Béhem pasaze bunék, cytometrické analyzy a v pfipadé injekce kontrolnich skupin byl pouzit 1x

PBS (phosphate buffer solution, roztok fosfatového pufru) a DMSO (Sigma).

5.3 Technické vybaveni

Pratokovy cytometr LSR II (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)
Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, England)

Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Germany)

Laminarni box CleanAir (Schoeller Instruments s.r.o., Praha, Ceska republika)
Minicentrifuga MiniSpin (Eppendorf)

CO; inkubator (Sanyo, Osaka, Japan)

Fluorescen¢ni a opticky mikroskop Leica DMi8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
Spektrofotometr OpsysMR (Dynex Technologies, Chantily, VA, USA)

Scintila¢ni detektor PerkinElmer Liquid Scintillation Analyzer TRI-CARB 29 10-TR (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA)
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5.4 Software

Software pro ovladani pritokového cytometru FACSDiva Software (Becton, Dickinson)
Software pro vyhodnocovani cytometrickych dat GateLogic 400.2A (Invai, Mentone, Australia)
Software pro statistickou analyzu GraphPad Prism6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

Software pro praci se spektrofotometrem Revelation Quicklink (Dynex Technologies, Chantily, VA,

USA)

Software pro ovladani scintilaéniho detektoru QuantaSmart™ Spectraview (PerkinElmer)
5.5 Mysi model transplantace

Pro potieby této prace byl navrzen experimentalni transplantacni in vivo model, umoznujici studium
rozdilu mezi odliSnymi terapeutickymi pfistupy. Model byl zaloZen na mysich jedincich kmene BALB/c,
kterym byly injikovany Spl izolované z kmene B6, které slouzily jako zdroj aloantigenu. Po provedené

transplantaci Spl byli jednotlivi jedinci rozdéleni do skupin, kterym byla aplikovana rozdilna terapie.

Skupin bylo celkem pét, prvni skupinu tvofili jedinci, ktefi slouzili jako kontrola, ktera sdilela stejné
akvarium. Druhé skupiné byla provedena transplantace Spl (subkutann& v dorzalni oblasti zad, 10x10°
bungk, 50ul) a poté byla skupina ponechana bez zasahu. Tteti skupiné byla provedena transplantace Spl a
jako terapie byl podavan imunosupresivni 1€k CsA (Sigma), aplikovany intraperitonealné¢ v mnozstvi 2
mg/kg. Ctvrta skupina byla po provedeni transplantace Spl 1é¢ena pomoci MSCs (intravendzné — ocasni
zila, 1x10® buné&k, 200 pl), které byly aplikovany po 4 hodinach od transplantace Spl. K injekci byly
pouzivany bunky, které byly pfedem pievedeny z kultivacniho média do PBS. V piipadé mysi, kterym
nebyly aplikovany MSCs byl injikovan ¢isty PBS (200 ul), aby se zajistily stejné podminky. Posledni
skupina byla po transplantaci lécena pomoci kombinované terapie, CsA a MSCs. Pro kontrolu bylo vSem
skupinam, kterym nebyl aplikovan CsA, aplikovano DMSO (5 ng/ml), ve kterém byl u ostatnich skupin

CsA rozpusten.

Po 96 hodinach od transplantace byly izolovany bunky sleziny a provedena analyza, ktera
zahrnovala méfeni intracelularnich cytokinll a transkrip¢nich faktorti pomoci prutokové cytometrie a
kultivace casti vzorku v kultivacnich vicejamkovych destickach (Nunc, Roskilde, Denmark) pro pozd¢;jsi

vyuziti v in vitro ¢asti moji prace.
5.6 Izolace a kultivace MSC

Pro potieby této prace byly MSC ziskavany z tukové tkan¢ jedinci mysiho kmene BALB/c. Tukova

tkan byla odebirana z abdominalniho tfiselného tukového lozZiska, ze kterého byla nejprve odstranéna
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mizni uzlina a tukova tkan byla homogenizovana. K homogenizované tukové tkani byl pfidan 10 %
roztok kolagendzy I (Sigma). Vznikla smés byla 60 minut inkubovana pti 37 °C, v pribéhu inkubace byla
smés promichdna. Smés byla pfenesena do zkumavky a dofedéna PBS na 8 ml. Zkumavka byla poté
centrifugovana (4 minuty, 25 °C, 170 RCF). Po centrifugaci byla peleta pfenesena do nové zkumavky,
kde byla dofedéna pomoci PBS do 8 ml a centrifugovana (4 minuty, 25 °C, 170 RCF). Tento postup byl
3krat opakovan. Peleta byla resuspendovana v DMEM a pifenesena do kultivacnich lahvi, po 48 hodinach
byly bunky oplachnuty pomoci pfedem temperovaného média, aby doslo k odmyti neadherentnich bunék.
Bunkam bylo poté dodano nové médium a byly kultivovany v inkubatoru pii 37 °C po dobu 3 tydnd.
Bunky byly beéhem kultivace pasazovany pii dosazeni konfluence. Maximalni pocet pasazi neptrekrocil 4,

takto kultivované bunky byly nasledn¢ pouzity k experimentim.
5.7 Izolace a kultivace splenocytii

Spl byly izolovany ze slezin jedinci kmene BALB/c a B6. Slezina byla mechanicky
homogenizovana. Vznikla suspenze byla pfenesena do zkumavky a centrifugovana (8 min, 8 °C, 170
RCF), supernatant odlit a peleta byla resuspendovana v pozadovaném roztoku, pro potieby aplikace
bun¢k se jednalo o PBS, v ptipad¢ dalsi kultivace se jednalo o RPMI. Buiky byly kultivovany
v inkubatoru pifi teploté¢ 37 °C s 5 % CO; (carbon dioxide, oxid uhli¢ity) atmosférou v kultivac¢nich

destickach (Nunc).

Pro stimulaci bunék antigenem B6 byly pro in vitro experimenty pouzivany chemicky inaktivované
buriky. Inaktivace byla provadéna pomoci roztoku mitomycinu ¢ (25 pl/ml, 10x10° bun&k v 500 pl média,
Sigma). Suspenze byla na dobu 30 minut inkubovana pii 37 °C, nasledné byla 2krat promyta a
centrifugovana (8 min, 8 °C, 170 RCF). Kone¢nym krokem bylo odliti média a resuspendovani pelety v
RPMI na pozadovanou koncentraci bun¢k. Bylo potvrzeno, Ze takto inaktivované bunky neproliferuji, ani

neprodukuji cytokiny.
5.8 Kultivacni testy

V ramcei své prace jsem se zabyval také sekundarni odpovédi Spl mysi, kterym byla provedena
transplantace. Spl byly kultivovany v kultivacnich destickach spole¢né s inaktivovanymi Spl kmene B6.
Tyto pokusy mély za ucel odhalit zmeény v odpoveédi bun€k imunitniho systému na sekundarni setkani

s antigenem, piipadné po nespecifické stimulaci pomoci konkanavalinu A (ConA, Sigma).

Pro potteby méfeni intracelularnich cytokini pomoci pratokové cytometrie byly Spl kultivovany ve
24 jamkové kultivaéni desti¢ce v poctu 1,5x10° bunék na 1,2 ml média v poméru 1:1 s inaktivovanymi B6
Spl nebo ConA (1,25 pg/ml) a to po dobu 24 respektive 72 a 96 hodin. Z téchto desticek byl také

odebiran supernatant pro ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent assay).
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Bunky byly pfed méfenim kultivované po dobu 4 hodin s PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate,
koncentrace 50 ng/ml, Sigma), lonomycinem (500 ng/ml, Sigma) a Brefeldinem A (koncentrace 5 ng/ml,

eBioscience, San Diego, CA, USA).

5.9 Priitokova cytometrie

Priutokova cytometrie byla pouzivana pro detekci povrchovych znakd, intracelularnich cytokinti a
transkripénich faktor. Vzorky na prutokovou cytometrii byly pfipravovany jak zorgant, tak

z bunécnych kultur.

Cely proces piipravy vzorkl byl provadén na ledu. Slezina byla odebrana do malého mnozstvi
média, médium bylo poté odlito a slezina byla mechanicky homogenizovana. Vznikla suspenze byla
resuspendovana v PBS a ptefiltrovana do ptipravené zkumavky, ktera byla centrifugovana (8 °C, 8 min,
170 RCF). Supernatant byl po centrifugaci odlit a peleta byla resuspendovana. Suspenze byla poté
prenesena do 96 jamkové desticky (SPL Life Sciences, Naechon-Myeon, Korea), 200 ul vzorku na
jamku. Desticka byla nasledné centrifugovana (3 min, 8 °C, 170 RCF) a peleta rozvolnéna pomoci

trepacky.

Postup pfi barveni se odvijel od zvoleného experimentu. V ptipad€ intraceluldrniho barveni byly
nejprve nabarveny povrchové markery. Jejich barveni probihalo pfidanim monoklonalni protilatky (mAb,
monoclonal antibody) konjugované s barevnymi fluorochromy (tab. 3). Fluorochromy pouzivané v mych
experimentech byly fluorescein isothyokyanat (FITC, fluorescein isothyocyanate), fykoerytrin (PE,
phycoerythrin), allofykocyanin (APC, allophycocyanine) a Alexa Fluor 700 (A700, Alexa Fluor 700). Ke
znac¢eni mrtvych bun¢k byla v piipad¢ intracelularniho barveni pouzita Fixable Viability Die eFluor® 450
(eBioscience). V pripadé barveni pouze povrchovych znakl byl pouzit Hoechst 33258 (Sigma). Vzorové

dot ploty Ize vidét na obr. 6 a 7.
Pro barveni povrchovych znaki byl pouzit protokol:

1) Pridani 10 pl natfedéné protilatky proti povrchovym znaktim

2) Inkubace bez ptistupu svétla po dobu 30 minut na ledu

3) 2x promyti pomoci 200 ul PBS a centrifugace (3 min, 170 RCF, 8 °C)
4) Rozvolnéni pelety

5) Natedéni do 200 pl pro méfeni

6) Pred méfenim ptidani Hoechst 33258

Pro barveni intracelularnich cytokind byl pouzit protokol:

1) Barveni povrchovych znaki podle vySe zminéného protokolu (kroky 1-5)
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2) Fixace bunék pomoci fixaéniho pufru (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA, 10 min na ledu + 20
minut pii pokojové teploté)

3) 2x promyti 200 ul permeabiliza¢niho pufru (Invitrogen™)

4) Rozvolnéni pelety na tfepacce

5) Permeabilizace a barveni bun¢k pomoci 10 pl protilatky nafedéné v permeabiliza¢nim pufru (25
min pfi pokojové teplote)

6) 2x promyti pomoci 200 pl permeabilizacniho pufru a centrifugace (4 min, 25 °C, 300 RCF)

7) Rozvolnéni pelety na tiepacce a ptidani 200 pl permeabilizacniho pufru

8) Méfteni
Pro barveni intracelularnich transkripénich faktort byl pouzit protokol:

1) Barveni povrchovych znakl podle vyse zminéného postupu

2) Fixace buné&k pomoci fixaén&-permeabilizaéniho pufru (Invitronen™, 30 min, 4 °C)

3) Promyti a centrifugace (4 min, 25 °C, 300 RCF)

4) Barveni bunék pomoci 10 ul protilatky nafedéné v permeabilizacnim pufru (Invitrogen™, 25
min, pokojova teplota)

5) 2x promyti permeabiliza¢nim pufrem

6) Ptidani 200 pl permeabiliza¢niho pufru
7) Méteni

CD45 CD4
%P:82,99 %P:38,70

Obrazek 6 — Vzorové dot ploty aplikované gatovaci strategie — intraceluldrni méreni cytokinii pomoci pritokové cytometrie
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Obrazek 7 — Vzorové dot ploty aplikované gatovaci strategie — intraceluldrni méreni transkripcnich faktori pomoci pritokové
cytometrie
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Tabulka 3 — Seznam pouZitych protilatek na priitokovou cytometrii

Znak Fluorochrom | Klon fedéni | vyrobce typ znaceni
Cb45 |A700 30-F11 1:250 | Biolegend | povrch

CD34 |PE HM34 1:50 |Biolegend |povrch

CD44 |FITC IM7 1:50 |Biolegend |povrch
CD11b [FITC M1/70 1:50 Biolegend povrch
CD90.2 | APC 30-H12 1:50 |SONY povrch
CD105 |PE MJ7/18 1:50 Biolegend | povrch

CD73 PE eBioTY/118 | 1:50 |eBioscience | povrch

CD69 |PE H1.2F3 1:120 | Biolegend | povrch

CD25 |APC PC61 1:200 | Biolegend povrch

CD4 PE GK1.5 1:160 | PharMingen | povrch

Cbh4 APC GK1.5 1:160 | Biolegend | povrch

CD4 FITC RM4-5 1:160 | eBioscience | povrch

CD8 APC 53-6.7 1:160 | Biolegend | povrch

IFNy FITC XM61.2 1:100 | eBioscience |intraceluldarné
IL-10 PE JES5-16E3 | 1:80 |eBioscience |intraceluldarné
IL-4 APC 11B11 1:80 |eBioscience |intraceluldarné
IL-17 PE eBiol7B7 |1:70 |eBioscience |intracelularné
IL-2 APC JES6-5H4 | 1:100 | eBioscience |intracelularné
FoxP3 |PE FIK-16s 1:70 |eBioscience |intraceluldarné
T-bet | eFluor660 eBio4B10 |1:70 |eBioscience |intracelularné
GATA-3 | PE TWAJ 1:150 | eBioscience |intraceluldarné
RORyt |PE AFKJS-9 1:80 |eBioscience |intraceluldarné

Vliv CsA na MSC byl posouzen pomoci exprese typickych markeri méfenych pritokovou
cytometrii. MSCs byly v po¢tu 0,2x10%3 ml kompletntho DMEM kultivovany v 6 jamkové desticce
(Nunc) spolecné s CsA v koncentraci 5 pg/ml. Po tfidenni kultivaci byly fluorescenéné oznaceny markery
typické pro MSC (podle postupu popsané¢ho vyse pro povrchové markery) a vysledek cytometrické

analyzy porovnan s buiikami kultivovanymi v médiu bez cyklosporinu A.
5.10 ELISA

Pro méfeni hladin cytokinti IL-10, IL-4 a IL-17 pfitomnych v supernatantu byl pouzit kit DuoSet
ELISA Development System (R&D Systems, Minneapolis, NY, USA). Pro méteni hladiny IFNy byly
pouzity specifické protilatky ELISA BD Pharmingen (BD Pharmingen, San Diego, MA, USA). V obou
pfipadech bylo pfi praci postupovano dle protokolu pfiloZzeného vyrobcem. Pro zpracovani vzorkt byly
pouzity 96 jamkové desticky Immunoplate (SPL Life Sciences). Méteni optické denzity probihalo na
spektrofotometru OpsyssMR, pomoci méficiho filtru 405 nm a referencniho filtru 603 nm, pro [FNy. Pro
mefeni IL-10, IL-4 a IL-17 byl pouZzit méfici filtr 450 nm a referencni filtr 570 nm. V obou ptipadech se

jedna o ptimy sendvicovy ELISA test, kde je koncentrace cytokinu pfimo tmérna optické denzite.
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5.11 Jednostranna MLC

Spl ziskané ze vech skupin mysi, byly kultivovany v po¢tu 0,2x10° bunék na jamku v pfitomnosti
0,2x10° inaktivovanych B6 Spl v 96 jamkové desticce v objemu 200 ul média RPMI. Buiky byly
kultivovany po dobu 96 hodin, pficemz 6 hodin pfed koncem kokultivace byl byl do kazdé jamky ptidan
radioaktivni *H-thymidin (1 pCi/jamka, PE systems, Walthan, MA, USA). Poté byly bufiky lyzovany a
pfeneseny pomoci harvestoru na dvojitou tkaninu skelného vlakna. Na zdklad¢ analyzy inkorporace
radioaktivné znaceného *H-thymidinu byla stanovena proliferace bunék po jejich sekundarnim setkani

s antigenem.

5.12 Diferenciace MSC

Diferenciace byla provadéna na MSCs kultivovanych po dobu 14 dni za standartnich podminek.
MSCs byly pteneseny na Petriho misky se sklenénym dnem (Invitro Scientific, Melbourne, Australia),
které jsou urCeny na mikroskopovani. Po dosazeni konfluentni vrstvy bun¢k bylo vyménéno kultivacni
médium za diferenciaéni médium, které bylo pfipraveno dle protokolu poskytnutého vyrobcem
v diferencia¢nim kitu StemPro differentiation kit (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) pro pfislusny
typ bun¢k (chondrocyty, osteocyty). Po uplynuti stanovené doby pottebné k diferenciaci MSCs na dany
bunéény typ byly buiiky oplachnuty PBS a fixovany pomoci 4 % paraformaldehydu po dobu 20 minut.
Paraformaldehyd byl poté odstranén pomoci deionizované vody a bylo pfidano pfislusné barvivo.
Osteocyty byly barveny pomoci Alizarin Red S (Sigma) po dobu 3 minut, nasledné bylo piebytecné
barvivo odstranéno pomoci deionizované vody a buiiky byly analyzovany. Chondrocyty byly barveny po
dobu 30 minut roztokem Alcian Blue (Sigma, B8438, 1 % in 3 % acetic acid). Pfebytecny barvici roztok
byl po uplynuti stanoveného casu odstranén pomoci 1 nM HCIl (hydrochlorid acid, kyselina

chlorovodikova) a destilované vody a buiiky analyzovany.

Pti diferenciaci adipocytli byly MSCs nasazeny do Petriho misky se sklenénym dnem, po dosazeni
konfluentniho nartistu bun¢k bylo standartni kultivaéni médium vyménéno za kompletni DMEM
obohacené o diferenciacni faktory. Na piipravu 10 ml média bylo pouzito: 1 pl dexamethasonu (1 mM,
Sigma), 10 pl 3-izobutyl-1-methylxanthinu (0,5 M, firma), 10 pl insulinu (10mg/ml, Sigma), 100 pl
indomethacinu (1 M, Sigma). Diferenciacni médium bylo kazdé 2-3 dny ménéno. Po tydnu se objevily
tukové kapénky a bunky byly pfipraveny na analyzu. Médium bylo odebrano a buiiky fixovany po dobu
40 minut pomoci 4 % roztoku paraformaldehydu pifi pokojové teploté. Paraformaldehyd byl 3krat
oplachnut pomoci PBS a 2krat pomoci vody. Nasledné byly bunky barveny pomoci Red Oil O (Sigma,

0,5g/100ml roztok isopropanolu, roztok isopropanolu v poméru 3:2 s destilovanou vodou) po dobu 50
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minut pii pokojové teploté. Poté byla piebyte¢na barva omyta pomoci vody a buiiky analyzovany. Na

analyzu vSech bunék byl pouzit mikroskop Leica DmiS8.
5.13 Mikroskopie MSCs

Na dno 6 jamkové kultivacni desticky bylo umisténo sterilni mikroskopické kryci sklo. Nasledné
byly do jamky p¥idany MSCs v koncentraci 0,015x10° bunék/ml ve 3 ml média DMEM v ptipadé
kontroly. U druhé Petriho misky byl k médiu piidan CsA (5 pg/ml). Buiiky byly kultivovany po dobu 3
dni, nac¢ez bylo médium odebrano. Bunky byly oplachnuty pomoci PBS a fixovany po dobu 60 minut
pomoci 4 % roztoku paraformaldehydu. Nasledné byly butiky oplachnuty pomoci PBS. Bunky byly poté
3krat po 10 minutach ponechany v 0,2 % roztoku Triton X-100 (Sigma) v PBS, nacez nasledovalo jejich
barveni pomoci phalloidinu (konjugovan s Alexa Fluor 568, Molecular probes™, Eugene, OR, USA).
Barveni roztokem phalloidinu (1:200 v 0,2 % roztoku Triton X-100 v PBS) probihalo ve tmé& po dobu 60
minut pii pokojové teploté. Nasledné byly bunky 2krat oplachnuty PBS a lehce osuseny. Kryci sklicko
bylo poté¢ vyjmuto a polozeno vrchni stranou na kapku Mowiolu (Calbiochem, Billerica, MA, USA)
s DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole, Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), ktera

byla umisténa na podloznim skle. Nasledovala analyza na fluorescenénim mikroskopu Leica DmiS.
5.14 Migrace MSCs

Pro zjisténi vlivu CsA na pfezivani a migraci transplantovanych MSCs v organismu byly
provedeny experimenty, pii kterych byly znacené MSCs aplikovany mySim. Mysi byly rozdéleny do tii
skupin, jedné skupiné byly aplikovany MSCs a druhé skupiné byly aplikovany MSCs a CsA a posledni
skupina byla kontrolni. Ze vSech skupin byly po 96 nebo 168 hodinach odebirany jednotlivé organy a
provadéna analyza. MSCs byly znaceny pomoci fluorescencni barvy PKH-26 (PKH-26 Red Fluorescent
Cell Linker Kit, Sigma), dle ndvodu vyrobce. Po uplynuti stanoveného Casu byly myS$im odebirany
organy: slezina, klize v misté transplantace alogennich bunék, srdce, plice, jatra, kostni dieni. Slezina a
jatra byly homogenizovany pomoci homogenizatoru. Kize a plice byly po odebrani nastiihany a stépeny
v 1 % roztoku kolagenazy II (Sigma) pii 37 °C, po dobu 40 minut u plic a 90 minut u kiize. V obou
ptipadech bylo na poslednich 10 minut pfidano 0,05 mg/ml DNAzy I (Roche, Mannheim, Germany).
Kostni dfen byla vyplachnuta injekéni stiikackou a homogenizovana. Srdce bylo oplachnuto v PBS,
nastfihano a preneseno do zkumavek uréenych pro piistroj gentleMACS™ (Miltenyi Biotec, Bergish-
Gladbach, Germany), bylo pfidano 1,5 ml PBS 1 % liberazy™ (Roche) a 0,05 mg/ml DNAzy I.
Zkumavky byly umistény do pfistroje na program Hearth 1, nasledovala 15 min inkubace v 37 °C a
program Hearth 2. Enzymy byly inaktivovany piidanim 10 % roztoku BSA (hovézi sérum albumin,
bovine serum albumin, Sigma) v PBS, suspenze byla dofedéna pomoci PBS a 2x promyta (8 °C, 170
RCF, 8 min). Vsechny suspenze byly pfeneseny do desticky na priutokovu cytometrii. Dale bylo

postupovano jako pii ostatnich méfenich pratokovym cytometrem popsanych vyse.
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5.15 Statisticka analyza

Pro statistické posouzeni vysledkt byl pouzit software GraphPad v.5, ktery zpracoval data pomoci
statistického testu ANOVA (Analysis of variance — analyza rozptylu). Hodnoty *p <0,05, **p <0,01,
***p <0,001 byly povazovany za signifikantni.
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6 Vysledky

6.1 Mysi model

Mysim kmene BALB/c bylo injikovano 10x10° Spl ziskanych z kmene B6, loZisko bunék zlstava
kompaktni, coz bylo ovéfeno vizualné pomoci binolupy na buiikach zna¢enych PKH-26. Cas aplikace
MSCs byl vybran na zakladé€ pfedchozich zkuSenosti laboratote (Javorkova ef al., 2014). Vhodny den pro
odbér tkani byl urcen na zaklad¢ pokust urCujicich kinetiku odhojovani bun¢k a reakce imunitniho

systému. Na zaklad¢ téchto pokust byl ur¢en jako nejvhodnéjsi ¢as pro odbér 96 hodin po transplantaci.

C57BL/6

plenocyty
10x10¢6

96 hod

I:> FACS,ELISA...

imunosupresivum &

CsA 2 mg/kg Msce
1x10

BALB/c

Obrdzek 8 — Struéné schéma in vivo pokusu — izolace B6 Spl, jejich transplantace jedincim BALB/c v koncentraci 10x106

bunék, poddni imunosupresiv (CsA 2 mg/kg), injekce MSCs (1x10°¢ bunék), po 96 hodindch pfiprava vzorku pro analyzu

38



6.2 PouZzité MSCs

MSCs jsou definovany schopnosti diferencovat do 3 bunécnych typli (osteocyty, adipocyty a
chondrocyty), adherenci k plastiku, absenci markert hematopoetické linie, a naopak expresi znakd jako je
CD44, CD90.2 a CD105. Pomoci pratokového cytometru byla dokdzdna absence, respektive pritomnost

téchto znaku.

V piipadé pritomnosti CsA (5 pg/ml) v kultivaénim médiu neni ovlivnéna morfologicka struktura
MSC, jak je vidét na obr. 10. Zaroven pfitomnost CsA (5 pg/ml), v kultivaénim médiu pro kultivaci

MSCs, neovlivituje expresi, respektive absenci typickych znakt, jak je vidét na obr. 11.

Obrdzek 9 - (A) Kontrolni MSCs pod fluorescenénim mikroskopem, (B) MSCs kultivované s CsA (5 ug/ml) pod fluorescenénim
mikroskopem — barveni jadra pomoci DAPI, barveni cytoskeletu pomoci phaloidinu konjugovaného s Alexa Fluor 568, zvétseni
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Obrdzek 10 — Fenotypizace MSCs — méreno prutokovym cytometrem, absence markertd CD45, CD31, CD11b v hornim rade,
pozitivni markery CD90.2, CD105, CD44 ve spodni radé (sedé — negativni kontrola neznacenych MSCs, modre — barvené MSCs

kultivované ve standartnim médiu, éervené — MSCs kultivované v médiu obsahujicim 5 ug/ml CsA)
6.2.1 Diferenciace MSCs

Jak bylo popsano v kapitole ¢. 4.1., MSCs jsou definovany schopnosti diferenciace do 3 bunécnych
typu. Diferenciace indukovana na pouzitych MSCs ukazuje jejich schopnost tvofit tyto 3 bunééné typy, a
tedy dale potvrzuje, ze se skutecné jedna o MSCs. Zaroven pridanim CsA (5 pg/ml) ke kultivacnimu

médiu nedojde k ovlivnéni diferenciace takto kultivovanych buné¢k (obr. 12).
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Obrdzek 11 - Diferenciace MSCs — buriky kultivované bez pfitomnosti (A, B, D, F) nebo v pfitomnosti (C, E, G) CsA (5ug/ml), u nichZ
byla navozena diferenciace na chondrocyty (B, C), osteocyty (D, E) a adipocyty (F, G), zvétseno 100x (adipocyty zvétseny 200x),
chondrocyty barveny Alcian Blue, osteocyty barveny Alizarin Red S, adipocyty barveny Red Oil O
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6.3 Zmény v poctu T lymfocyti

Jak bylo zminéno vySe, vlivem terapie CsA dochazi ke snizeni poctu T lymfocytt. Jelikoz ma
prace byla zaméfena na moznost snizeni negativnich vlivih CsA prostfednictvim MSCs byl jednim ze
sledovanych parametri pocet CD4 a CDS8 pozitivnich lymfocytd. Jak miizeme vidét na nésledujicich
grafech, u skupiny lé¢ené CsA opravdu dochazi k signifikantnimu poklesu, jak v pfipadé CD4" tak
v ptipadé CD8" T lymfocytu (graf 1). Naopak v obou ptipadech muzeme pozorovat navyseni zastoupeni
téchto populaci u skupiny lé¢ené kombinovanou terapii, coz ukazuje na schopnost MSCs snizovat
negativni dopady CsA. V piipadé CD4" populace se dokonce jedna o signifikantni narust vuéi terapii

pomoci CsA ("p <0,05).

CD4* T lymfocyty CD8* T lymfocyty
25+ 15-
== +
204 o
- T
X *kk 104 *
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Graf 1 — Zmény v populaci CD4* a CD8* T lymfocytii ve sleziné 96 hodin po transplantaci alogennich bunék u skupin lééenych
odlisnymi typy terapie — méreno pomoci prutokové cytometrie, data z péti nezdvislych pokusu, *p <0,05 **p <0,01 ***p <0,001
signifikantné odlisné vici A, *p <0,05 signifikantné odlisné vici C (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M —

lécba MSCs, CM — kombinovanda terapie CsA a MSCs)
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6.4 Th 1 populace

Zanétliva reakce zptsobend piitomnosti alogenniho antigenu se manifestuje castecné zvysSenim
populace Thl. Méfenim zastoupeni CD4 T-bet" bunék, bylo zjisténo, ze po aplikaci CsA i MSCs dochazi
k signifikantnimu poklesu této populace. OvSem v piipadé kombinované terapie je pokles nejpatrné;jsi, jak

muizeme vidét na grafu 2.
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Graf 2 — Procentudlni zastoupeni CD4*T-bet* T lymfocyti 96 hodin po transplantaci alogennich bunék — méreno pomoci
pritokové cytometrie na suspenzi Spl, data z 5 nezadvislych pokusd, **p <0,01 ***p <0,001 signifikantné odlisné vici A (K —

kontrola, A — alogenni transplantace, C — Ié¢ba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)

Zmény v populaci Thl jsou patrné i v pfipad€, kdy bylo méfeno procento zastoupeni CD4 TFNy",
ktery je pro Thl odpovéd’ typicky. V ptripadé méfeni intracelularniho IFNy pomoci priatokové cytometrie

vidime signifikantni pokles pro varianty 1é¢ené pomoci vsech pfistupt (viz graf 3).
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Graf 3 — Procentudlni zastoupeni CD4*IFNy* T lymfocyti — méreno intraceluldrné pomoci pritokové cytometrie na suspenzi Spl
po 48hodinové kultivaci s inaktivovanymi B6 Spl, data z péti nezdvislych pokusd, *p <0,05, signifikantné odlisné vuci A (K —

kontrola, A — alogenni transplantace, C — lé¢ba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)
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Pokud se podivame na vysledky méteni cytokini pomoci ELISA, pak mizeme vidét, ze produkce
IFNy, po 48 hodinov¢ kultivaci s inaktivovanymi B6 Spl neni signifikantn€ odli$na (graf 4).

IFNy (B6)

1500+

10004
z T
: | I L

5004

0 T T T
v

R

MSCs)

Graf 4 - Produkce cytokinu IFNy Spl BALB/c po spoleéné kultivaci s inaktivovanymi B6 Spl — méreno pomoci ELISA, data z 5
nezadvislych pokust (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lé¢ba CsA, M — lé¢ba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a

Produkce IFNy byla méfena i po stimulaci ConA. U tohoto experimentu nebyly detekovany
rozdily v produkci IFNy mezi jednotlivymi skupinami.
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Graf 5 — Produkce cytokinu IFNy Spl BALB/c po kultivaci s ConA (1,25 mg/ml) — méreno pomoci ELISA, data z 5 nezdvislych

pokust (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lIécba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)
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6.5 Th 17 populace

Dalsi z typicky zanétlivych populaci, jejiz zmény byly v ramci pokusti pozorovany, je populace
Th17. Procento CD4"RORyt" (thymus specific RAR related orphan receptor gamma) bun¢k bylo snizeno,
v pfipadé skupiny lécené kombinovanou terapii bylo procento pozitivnich bunék dokonce nizsi nez u
obou zbyvajicich pfistupi (graf 6). Cytokinem produkovanym populaci Th17 je IL-17, jehoz
intracelularni produkce byla méfena pomoci pritokové cytometrie. Jak mizeme vidét na grafu 7 pokles
CD4'IL-17", ktery je nejvyznamnéjsi v ptipadé kombinované terapie, koreluje s poklesem populace Th17

naméiené pomoci RORyt.
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Graf 6 — Procentudlni zastoupeni CD4*RORyt* T lymfocyti 96 hodin po transplantaci alogennich bunék — méreno
intraceluldrné pomoci priitokové cytometrie, data z 5 nezavislych pokusi, *p <0,05 **p <0,01, signifikantné odlisné vici A (K —

kontrola, A — alogenni transplantace, C — lé¢ba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)
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Graf 7 — Procentudlni zastoupeni CD4*IL-17* T lymfocytii — méreno intraceluldrné pomoci pritokové cytometrie, data z 5
nezavislych pokust, *p <0,05, **p <0,01, signifikantné odlisné vici A (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M

—lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)
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U produkce IL-17 meéfené pomoci ELISA na Spl, kultivovanych po dobu 72 hodin v

ptitomnosti inaktivovanych B6 Spl, pak lze pozorovat podobny trend jako v pfipadé CD4'IL-17". Zde
ovSem hodnoty nedosahly signifikantniho poklesu (graf 8).
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Graf 8 - Produkce cytokinu IL-17 Spl BALB/c po kokultivaci s inaktivovanymi B6 Spl — mérfeno pomoci ELISA, data z 5
nezavislych pokusut (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a

Pokles produkce IL-17 u kombinované terapie je jesté Iépe vidét v pripad¢ stimulace pomoci
ConA, kde oba pfistupy vyuzivajici kmenovych bunék signifikantné snizuji jeho hladinu (graf 9).
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Graf 9 - Produkce cytokinu IL-17 Spl BALB/c po stimulaci ConA (1,25 ug/ml) — méreno pomoci ELISA, data z 5 nezdvislych

pokusd, *p <0,05, **p <0,01, signifikantné odlisné vici A (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba
MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)

U obou populaci souvisejicich tradicné se zanétlivou reakei dochazi v pfipad€ kombinované terapie

k poklesu jak u populace samotné, tak u cytokind s ni souvisejicich. Vysledky souhrnné znaci snizZeni

zanétlivé odpovédi po aplikaci kombinované terapie oproti kazdé z pouzitych monoterapii.
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6.6 Th 2 populace

Dalsi populaci, na kterou jsme se zaméfili je populace Th2 lymfocyti. Procento CD4"GATA-3"
(GATA binding protein 3, GATA vézajici protein 3) bun¢k odpovidajicich populaci Th2 bylo v ramci
jednotlivych skupin relativné€ porovnatelné s vyjimkou skupiny lé¢ené pomoci kombinované terapie, kde
byl detekovan narist exprese (graf 10). V procentualnim zastoupeni CD4TIL-4" populaci potom nebyly

detekovany zadné rozdily (graf 11).

CD4*GATA-3*

8-

6 T
i
24 T =
2

2

c T T LI

R S R N

Graf 10 - Procentudlini zastoupeni CD4*GATA-3* T lymfocyti 96 hodin po transplantaci alogennich bunék — méreno
intraceluldrné pomoci pratokové cytometrie na suspenzi Spl, data z 5 nezavislych pokust, **p <0,01, signifikantné odlisné vici A

(K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lIécba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)
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Graf 11 — Procentudlni zastoupeni CD4*IL-4* T lymfocyti — méreno intraceluldrné pomoci pritokové cytometrie, data z 5
nezavislych pokust (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a

MSCs)

V piipadé ELISA testi nebyla po 72 hodinach u stimulace pomoci inaktivovanych B6 Spl
pozorovana zadna signifikantni zména (graf 12). Pro hladinu IL-4 méfeného po stimulaci pomoci ConA,

pak plati, Ze je zvySena bez signifikance u vSech lé¢enych skupin (graf 13).
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Graf 12 - Produkce cytokinu IL-4 Spl BALB/c po 72hodinové kokultivaci s inaktivovanymi B6 Spl — méfeno pomoci ELISA, data
z 5 nezavislych pokusi (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA
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Graf 13 - Produkce cytokinu IL-4 Spl BALB/c po 72hodinové kultivaci s ConA (1,25 ug/ml) — méreno pomoci ELISA, data z 5

nezavislych pokust (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a
MSCs)
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6.7 Tregpopulace

Procento Ty, definovanych jako CD4 FoxP3" nebylo v ptipadé sledovanych skupin zménéno (graf
14). Naproti tomu procentualni zastoupeni CD4'IL-10" vykazuje v ptipadé kombinované terapie

signifikantni nartst (graf 15).
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Graf 14 — Procentudlni zastoupeni CD4*FoxP3* T lymfocytii 96 hod po transplantaci alogennich bunék — méreno intraceluldrné
pomoci prutokové cytometrie na suspenzi Spl, data z 5 nezdvislych pokusi (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lé¢ba

CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovanda terapie CsA a MSCs)
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Graf 15 — Procentudlini zastoupeni CD4*IL-10* T lymfocytii — mérfeno intraceluldrné pomoci prutokové cytometrie, data z 5
nezavislych pokust, *p <0,05, signifikantné odlisné vici A (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba

MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)

V piipadé vysledkd z ELISA se opakuji stejné trendy, kdy je v piipadé stimulace pomoci
inaktivovanych B6 Spl hladina IL-10 nesignifikantn€ zvySena u skupiny podstupujici kombinovanou
formu terapie (graf 16). V piipad¢ stimulace pomoci ConA, je nardst IL-10 u kombinované terapie

signifikantni (graf 17).
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Graf 16 - Produkce cytokinu IL-10 Spl BALB/c po 72hodinové kokultivaci s inaktivovanymi B6 Spl — méfeno pomoci ELISA, data

z 5 nezavislych pokusi (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA
a MSCs)
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Graf 17 - Produkce cytokinu IL-10 Spl BALB/c po 72hodinové kultivaci s ConA — méifeno pomoci ELISA, data z 5 nezdvislych

pokusd, *p <0,05, signifikantné odlisné vici A, (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba MSCs, CM —
kombinovand terapie CsA a MSCs)

6.8 Aktivace T lymfocytii

Soucésti zkoumanych parametrii byla také aktivace T lymfocytl. Aktivace byla méfena na

pritokovém cytometru a sledovanymi markery byly CD25, CD69 a produkce IL-2 a IFNy. Aktivace byla
meéfena v den odebrani vzorki (4. den po transplantaci).

V populaci CD4" T lymfocytu nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil v ptipadé povrchovych

znaki (grafy 18). V piipadé IL-2 nebyla pozorovana zadna signifikantni odchylka, ovSem v ptipadé

skupiny podstupujici kombinovanou terapii je mozné vidét tendenci ke snizeni (graf 19).
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Graf 18 — Procentudlni zastoupeni CD4*CD25* a CD4*CD69* T lymfocytii 96 hodin po transplantaci alogennich bunék — méreno
pomoci pritokové cytometrie na suspenzi Spl, data z 5 nezdvislych pokust (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba

CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)
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Graf 19 — Procentudlni zastoupeni CD4*IL-2* T lymfocytii — méreno intraceluldrné pomoci pritokové cytometrie, data z 5
nezdvislych pokusi (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lé¢ba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a

MSCs)

Pro populaci CD8" T lymfocyta plati, Ze expresi CD25 miizeme pozorovat v nejvyssi miie u mysi
podstupujicich transplantaci, které nepodstupovaly zadny druh 1écby a u mysi, které byly 1éCeny pouze
pomoci MSCs. Vysledky nejsou signifikantné odlisné, a to jak u CD25" tak u CD69" bunék, u obou
markert je pak vidét tendence k poklesu u skupin lécenych CsA (graf 20).

51



CD8*CD25" CD8'CD69"

10+ 151
8- -I- —
1 T -
% o T %
s | T £
e} el
= 4 S
24
0 T T T c T T L]
+ v o A ™ + v o A o

Graf 20 — Procentudlni zastoupeni CD8*CD25* a CD8*CD69* T lymfocytii 96 hodin po transplantaci alogennich bunék — méreno
pomoci pratokové cytometrie na suspenzi Spl, data z 5 nezdvislych pokust (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba

CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)

V ptipadé procentualniho zastoupeni CD8'IFNy"* bunék méfenych po 48hodinové kultivaci
s inaktivovanymi Spl dochazi u kombinované terapie k signifikantnimu snizeni jejich pocetnosti (graf

21).
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Graf 21 — Procentudlni zastoupeni CD8*IFNy* T lymfocytii — méreno intraceluldrné pomoci pritokové cytometrie, data z 5

nezavislych pokusd, *p <0,05, signifikantné odlisné vici A (K — kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba

MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)

6.9 Jednostranna MLC

Vzhledem k pozorovanym zménam v populacich T lymfocytd jsme sledovali proliferaci Spl

ziskanych z jednotlivych skupin po sekundarnim setkani s antigenem. Zvyseni proliferace pozorované u
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skupiny A bylo nejvice potlaceno u skupin podstupujicich kombinovanou terapii, kde je vidét velmi

vyrazny signifikantni pokles oproti vS§em ostatnim lécebnym ptistuptim (graf 22).
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Graf 22 — Jednostrannd MLC BALB/c Spl kokultivovanych 96 hodin s inaktivovanymi B6 Spl — méfeno pomoci inkorporace 3H-

thymidinu, data z 5 nezdvislych pokusd, *p <0,05 ***p <0,001, signifikantné odlisné vici A (B6 — inaktivované B6 Spl, K —

kontrola, A — alogenni transplantace, C — lécba CsA, M — lécba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)
6.10 Migrace MSC v organismu

V posledni fazi experimentli jsme se zaméfili na moznost ovlivnéni distribuce MSCs v organismu
vlivem CsA. Vénovali jsme se jak na pfitomnosti MSCs negativnich na znak leukocyti CD45 ve
sledovanych organech (slezina, srdce, kostni dfen, ktize, plice a jatra) (soubor grafu 25), tak na
CDA45"PKH-26" buriky, u kterych ptepokladame, ze byly pohlceny fagocyty (soubor grafii 26). V ptipadé
CD45PKH-26" MSC byla vétsina z aplikované davky zachycena v silné prokrvenych organech a
organech s malymi kapilarami, jako jsou napiiklad plice a slezina. Stejné tak nejvice CD45"PKH-26"

bun¢k bylo pozorovano v téchto organech.

Jak se ukazalo, v pfipad¢ kombinované terapie pfeziva v organismu celkové vétsi pocet MSC po
delsi dobu. Zaroven u kombinované terapie je zvySeny pocet MSCs v misté poranéni. Po 96 hodinach byl
nejvetsi pocet bunek v silné prokrvenych organech, jako je slezina, srdce a jatra. Nejvice zivych bunek
bylo po 168 hodinich ve slezing a plicich, zatimco velmi maly pocet bun¢k byl detekovan v ktizi a
jatrech. Vyskyt MSCs v srdci nebyl po 168 hodinach zaznamenan. Zajimavym faktem byl pomérné
vysoky pocet zivych bunék v ptipadé kostni dien¢ a narist v poctu zivych MSCs v plicich po 168
hodinéach
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Graf 23 — Grafy zndzornujici preZivani MSCs v organismu a jejich distribuci v jednotlivych orgdnech ve dvou casovych
intervalech (96 a 168 hodin) po transplantaci — MSCs znaceny pomoci PKH-26, méfeno pomoci priitokové cytometrie, data z 3

nezavislych pokust, **p <0,01, signifikantni viac¢i M — 168 hod (M — lé¢ba MSCs, CM — kombinovand terapie CsA a MSCs)

V piipadé CD45"PKH-26" bunék byl nejvetsi pocet opét v plicich a slezin€. Jedna se nejspise o

fagocytované bunky nebo jejich ¢asti.
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Graf 24 - Grafy zndzorrujici pocty pravdépodobné fagocytovanych MSCs v organismu a jejich distribuci v jednotlivych
orgdnech ve dvou casovych intervalech (96 a 168 hodin) po transplantaci — MSCs znaceny pomoci PKH-26, méreno pomoci
pritokové cytometrie, data z5 nezdvislych pokusl, ***p <0,001, signifikantni vici M - 168 hod (M — lécba MSCs, CM —

kombinovand terapie CsA a MSCs)

Celkové vysledky ukazuji na ovlivnéni organismu CsA, které umozni MSCs déle prezivat
v organech, kde se kumuluji po intravenozni aplikaci (naptiklad plice). V takovych orgénech byl v obou

ptipadech v rdmci kombinované terapie nartst zivych bunék.
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7 Diskuse

V poslednich letech je hojn€¢ studovana moznost pouzivat kmenové buinky jako nédhradu
imunosupresivni terapie. Jak se ovSem ukazuje, samotna terapie pomoci kmenovych bun¢k neni v mnoha
pripadech dostacujici. Jako vhodna alternativa, kterd sdruzuje vyhody obou pfistupl, se pak jevi
kombinovana terapie pomoci CsA a MSCs. Odbornych praci, které by se zabyvaly touto problematikou je
ovsem jen malé mnozstvi a vztahy mezi kmenovymi bunikami a imunosupresivni terapii nejsou dostatecné

uspokojiveé popsany.

Pti fenotypizaci MSCs nebyly na pouzitych buiikach zaznamenany markery typické pro
hematopoetickou linii CD45, CD31 a CDI11b. Soucasné byly pfitomny markery typické pro populace
MSCs jako je CD90.2, CD105 a CD44. Diferenciace MSCs dala vzniknout 3 typim bungk,
chondrocytiim, osteocytim a adipocytim, jejichz piitomnost byla potvrzena pfisluSnym barvenim.
Pozorované vlastnosti pouzitych MSCs jsou ve shodé s mezinarodnimi standarty pro MSCs (Dominici et
al., 2006) a zaroven byly ve shod¢ s vysledky pozorovanymi v jinych laboratofich (Kern et al., 2006;
Sung et al., 2008; Hu et al., 2018). Qu et.al. ve své publikaci poukazovali na ovlivnéni MSCs a jejich
neschopnost diferencovat do adipocytti vlivem CsA (Qu et al., 2018). Pii mnou provadéné kultivaci a
diferenciaci MSCs s CsA nebyl vsak pozorovan zadny negativni vliv pouzité koncentrace CsA na tyto
buiiky, coZ je ve shod¢ s publikovanymi vysledky jak jinych pracovist, tak nasi laboratofe (Chen et al.,
2008; Javorkova et al., 2018). Rozdilnost v téchto datech je pravdépodobné zplsobena odlisnou dobou

kultivace a odliSnou metodikou.

Po podani CsA jsme v naSem v in vivo modelu pozorovali signifikantni pokles CD4" a CD8"
lymfocytd, coz je znamy vedlejsi ucinek této imunosupresivni terapie zptisobeny zasahem CsA do NF-AT
drahy (Jenkins, Schwartz and Pardoll, 1988; Prud’homme et al., 1995). Pii podani MSC nebyl pozorovan
pokles ani jedné z t€chto populaci. Naopak po aplikaci kombinované terapie byl na obou populacich T
lymfocyt pozorovan narist oproti terapii pomoci CsA. To poukazalo na schopnost MSCs zvySovat pocty
CD4"a CD8' T lymfocytd zpét k hodnotam, které odpovidaji kontrolnim skupinam. Mizeme tedy vidét
potlaceni jednoho z nezadoucich vedlejSich ucinkii CsA. Jednim z moznych vysvétleni mize byt
produkce rustovych faktorti lymfocytt, které jsou MSCs schopny za urcitych podminek tvofit. Jedna se
predevsim o TGF-, IL-7 a IL-4 (Zhou et al., 2008; Normanton et al., 2014; Lin et al., 2018). Muze se
také jednat o potlaceni apoptozy vlivem IL-6, ktery mohou MSCs produkovat (Xu et al., 2007).

Jelikoz je CsA latka, ktera primarné pusobi na T lymfocyty, probihala dalsi analyza pravé na téchto
buiikach. Na procentualnim zastoupeni CD4'T-bet” bunék byl pozorovan velmi signifikantni pokles
v ptipadé kombinované terapie. Soucasné byl pozorovan signifikantni pokles procentualniho zastoupeni
CD4'TFNy" bun¢k. Tyto zjisténi jsou ve shodé s publikovanymi vysledky, které ukazuji pravé na
schopnost MSCs potlacovat Thl populaci (Ohshima et al, 2012). Zarovein byl pozorovan pokles
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produkce IFNy. Vysledky z ELISA nebyly ani v jednom z pfipadt signifikantni, nicméné obecné lze fici,
ze byl vidét urcity trend k poklesu IFNy v pfipadé kombinované terapie. Tyto vysledky jsou shodné
s publikovanymi daty, ktera ukazuji na schopnost MSCs inhibovat produkci tohoto cytokinu (Fiorina et

al., 2009).

S poklesem Thl odpovédi je tizce spojen nartst Th2, ktery je Casto popisovan v literatute, jelikoz
MSCs maji schopnost modulovat vztah téchto dvou populaci (Zhou et al., 2008; Ezquer et al., 2012). Ve
shodé s témito publikovanymi pracemi byly i nami pozorované vysledky. Procentudlni zastoupeni
CD4'GATA-3" bunék bylo v piipadé kombinované terapie signifikantné zvySeno. Naopak nebyla
pozorovana zména v produkci IL-4 zadnou z vyuzivanych metod, a to jak po transplantaci, tak ani pfi
pozdéjsi kultivaci se specifickym antigenem, ptfipadné s nespecifickou stimulaci pomoci ConA. Tyto
vysledky se neshoduji s publikovanymi daty, které ukazuji narist IL-4 (Choi et al., 2008). OvSem
souhlasi s daty publikovanymi jinou skupinou, ktera taktéz nepozorovala zmény v produkci IL-4 (Sun et
al., 2010). To opét ukazuje na jiz v ivodu zminénou nejednotnost vysledkt, kdy jsou MSCs schopny, jak
potlacovat, tak podporovat Th2 odpoveéd’ a funguji tedy spiSe jako mediatory rovnovahy mezi Th1l a Th2

v zavislosti na momentalnich podminkach.

Soucasné s poklesem Thl bylo pozorovano také snizeni v dal$i prozanétlivé populaci, Th17. Tento
ubytek byl v ptipadé kombinované terapie signifikantni a potlaéeni Th17 populace CD4"RORyt" bylo
pozorovano i v pfipadé monoterapie pomoci MSCs, tento pokles nebyl signifikatni. Uvedené vysledky
souhlasi s dal§imi publikovanymi daty, které ukazuji na schopnost MSCs potlacovat tuto populaci,
napiiklad prostfednictvim produkce PGE, (Tatara et al., 2011). Pozorovany pokles Th17 koreluje s
vysledky ziskanymi po analyze produkce IL-17. Ten je v ptipadé intracelularniho méfeni CD4'IL-17"

bun¢k a nespecifické stimulace pomoci ConA signifikantné snizen v piipadé¢ kombinované terapie.

Navzdory nezménéné expresi transkripéniho faktoru FoxP3, ktery byl pozorovan po aplikaci MSCs i
jinou skupinou (Hsu et al., 2013) jsme pozorovali signifikantné zvySené mnozstvi IL-10. To v ptipadé
CD4'IL-10" bun€k muze byt zptisobeno produkci IL-10 bunkami, které neexprimuji FoxP3 (Moore et al.,
1989; Vieira et al., 2004). Piipadné se miize jednat o zvySenou produkci IL-10 FoxP3" butikami, bez jeho
zmény. To mlze byt vysvétleno piitomnosti CsA, jelikoz jak bylo ukazano, imunosupresivni lé¢iva
mohou mit vliv na proliferaci T, lymfocytl bez vlivu na jejich funkci (Miroux et al., 2012). Stejné
vysledky byly pozorovany i v ptipad¢ nespecifické stimulace Spl pomoci ConA méfené metodou ELISA.
Nartst produkované IL-10 mtze byt vysvétlen schopnosti MSCs ovliviiovat ostatni typy imunitnich
bun¢k a indukovat u nich produkci IL-10. jedna se predevsim o regulacni B lymfocyty, jejichz produkce
IL-10 je pomémé vysoka. Dale jde o alternativné aktivované M2 makrofagy a v neposledni fad¢ také o
dendritické buiiky, u kterych jsou MSCs schopny indukovat regulacni fenotyp a mohou poté taktéz
produkovat IL-10 (Cho et al., 2014; Chao et al., 2016; Gao et al., 2017).
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Krom¢ detekce zastoupeni jednotlivych subpopulaci T lymfocytl a produkce cytokinli jsme se
zaméfili také na jejich aktivaci. V zadné ze sledovanych populaci nebyly pozorovany zmény v expresi
povrchovych aktiva¢nich markerii. Absence zmén v aktivaci mize byt zpiisobena pozdnim odbérem
vzorkil, vzhledem ke kinetice téchto markert, kdy je nejvy$$i mozny pocet CD69 pozitivnich bunék
pritomen 24 hodin po stimulaci a CD25 pozitivnich buné€k 48-72 hodin po stimulaci a poté dochazi
k poklesu (Biselli et al., 1992). Tomu by odpovidaly i zmény pozorované v produkci cytokinil
souvisejicich s aktivaci obou hlavnich populaci, kdy intracelularné métfené procentualni zastoupeni
CD4'IL-2" bunék mélo snizujici se trend a intracelularné méfené procentualni zastoupeni CD8 TFNy*
bun¢k bylo dokonce signifikantné snizeno. To poukazuje na zmény, které probehly v ramci imunitni
odpovédi diive a nebyly v ramci této prace analyzovany. Soucasné je pokles téchto cytokinti ve shod¢

s vysledky pozorovanymi naptiklad skupinou Li et.al. (Li et al., 2014).

Déle jsme se zaméfili také na reakci Spl na sekundarni setkani s antigenem. K tomu poslouzila
jednostranna MLC, ktera byla provedena na mySich Spl. Tento experiment odhalil silné potlaceni
prolifera¢ni aktivity Spl pochazejicich z mysi podstupujicich kombinovanou terapii. Vysledek je
v ¢asteéné shod¢ s diive publikovanymi daty a je ve shodé se zndmymi imunomodula¢nimi vlastnostmi

MSCs (Ringden et al., 2003).

Zamgfili jsme se také na migraci zna¢enych MSCs. Pozorovana distribuce MSCs odpovida putovani
bunek krevnim fecistém, které bylo pozorovdno i v dalSich publikacich. MSCs jsou také Ccasto
zachytavany ve velmi prokrvenych organech, jako jsou naptiklad plice, kde zistavaji zachyceny
predevsim diky své velikosti, ktera jim znemozni pruchod kapilarami (Fischer et al., 2008; Toma et al.,
2009). Dale pokracuji vlivem krevniho fecisté do jater a sleziny (Gholamrezanezhad et al., 2011). K
dalsimu zachyceni dochazi diky adhezivnim molekulam, jako je ICAM-1 a VCAM-1 (Segers et al., 2005;
Deak et al., 2010). Dutlezita byla migrace MSCs do mista zanétu vyvolaného transplantaci bunék, kterou
jsme pozorovali. To odpovida publikovanym datim, které ukazuji na schopnost MSCs migrovat do mista
poranéni (Kidd et al., 2009). Cilena migrace je umoznéna receptory rastovych faktorl a chemokinovych
receptortl, které MSCs exprimuji (Ponte et al., 2007). Zajimavy byl fakt, ze MSCs migrovaly do kostni
dren¢, coz je ve shod¢ s publikovanymi vysledky a dochazi k nému pravdépodobné vlivem CXCR4, ktery
je schopny podporovat migraci do kostni dfené¢ a je MSCs exprimovan (Wynn Robert F et al., 2004;
Kraitchman et al., 2005). Velmi zajimavy byl vysledek sledovani migrace znacenych MSCs, které byly
soucasné pozitivni na CD45, tim padem $lo nejspiSe o fagocytované bunky, pfipadné¢ fagocyty, které
pohltily ¢ast rozpadlé buinky. Coz neni velkym problémem, protoze jak bylo ukazano jsou fagocyty po
pohlceni MSCs schopny ¢asteéné piebirat jejich funkci a modulovat imunitni odpovéd podobnym
zpusobem (de Witte et al., 2018). Pocet CD45+PKH-26+ bunék klesal v pribéhu ¢asu ve vSech
sledovanych organech, jak bylo pfedpokladano, s vyjimkou srdce a plic, kde byl ve vSech provedenych
opakovanich pozorovan nartst v pribéhu casu. V piipadé plic se jednalo dokonce a vysoce signifikantni

prirtstek. Jelikoz byl tento fenomén pozorovan pouze v pfipadé kombinované terapie, souvisi tato
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skute¢nost pravdépodobné s efektem CsA na imunitni systém jako celek, pfi¢emz mize dojit k delSimu
ptezivani MSCs v takto suprimovaném organismu. To by odpovidalo publikovanym vysledkiim, kdy bylo
po podéni imunosupresiv pozorovano navyseni protizanétlivé aktivity MSCs (Togha et al., 2017). Stejné
tak bylo pozorovano navySeni exprese PD-L2 na MSCs vlivem CsA (Qu ef al., 2018). Oba tyto procesy
mohou vést ke snizeni umrtnosti MSCs v organismu. Z toho divodu miize dojit kjejich pozdéjsi
redistribuci, pfipadné k delSimu pfezivani a nasledné fagocytoze, pricemz fagocyty poté putuji zpét do
mist, kde jsou vzhledem ke své funkci fyziologicky nejvice zastoupeny, jako jsou naptiklad plice. Jejich
migrace pomoci krevniho fecist¢ by pak vysvétlovala zaroven i zvySeny pocet takto znacenych bunck

v srdci. Tuto mou domnénku se mi bohuzel nepodatilo ovéfit v odborné literatuie.

Béhem prace jsme nepozorovali zddné negativni vlivy na efektivitu MSCs, které by souvisely se
soucasnym podadnim imunosupresivni terapie, coz je ve shod¢ jak s pfedchozimi vysledky nasi laboratoie
(Hajkova, et al., 2017a). Stejn¢ tak i s vysledky pozorovanymi na in vivo modelu dal$imi skupinami

(Pischiutta et al., 2014; Wang et al., 2018).

In vivo model vyuzity v mé praci byl navrzen tak, aby transplantaci vyvolana odpovéd’ nebyla ptilis
razantni a byla u ni tak moznost pozorovat imunomodula¢ni schopnosti MSCs. Je otdzka, jaké vysledky
by pouzity ptistup poskytl v pfipad€ transplantace vyvolavajici silnou imunitni odpovéd’. Pokud se
podivame do literatury, miizeme nalézt pfipady, kdy jsou MSCs tspe€sné pouzivany naptiklad pro 1écbu
steroid-resistentniho GvHD, kdy je pozadovaného efektu dosazeno pouze podanim MSCs (Y. Peng et al.,
2015). Soucasn¢ mizeme nalézt publikovana data zabyvajici se pouzitim imunosupresivni terapie
soucasn¢ s aplikaci MSCs v rozdilnych ptipadech transplantaci i onemocnéni. Jak je na téchto datech
vidét, kombinovana terapie poskytuje vyhody a zaroven nepiinasi zvySena rizika (Eggenhofer, 2010;
Togha et al., 2017). Proto se domnivam, Ze je postup vyuzivajici snizenou davku imunosupresivnich 1é¢iv
nicméné nutné pristupovat k nému velmi zodpovédné a co nejpeclivéji volit velikost davky a pomér mezi

nimi.
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8 Zaver

e Piitomnost CsA (5 pg/ml) v kultivaénim médiu nema vliv na fenotyp ani diferenciaci MSCs
eV in vivo transplantatnim modelu plsobi kombinovana terapie pomoci CsA a MSCs na pokles T
lymfocytl vyvolany CsA a zvySuje jejich zastoupeni oproti samotné monoterapii pomoci CsA
e Terapie pomoci CsA a MSCs snizuje procentudlni zastoupeni prozanétlivych populaci T

lymfocyti (CD4'RORyt", CD4"T-bet") a jim odpovidajicich cytokini (IL-17, IFNy)

o Kombinovana terapie zvySuje procentualni zastoupeni CD4'GATA-3" bunék a neméni
zastoupeni CD4'FoxP3" bunék v porovnani s obéma monoterapiemi a soucasné také zvySuje
procentudlni zastoupeni CD4'IL-10" lymfocyti stejné jako hladinu IL-10

e Po kombinované terapii vykazuji Spl signifikantné niz8i proliferaci po sekunddrnim setkani se
specifickym antigenem

e U mysi, kterym byl podan CsA byla potvrzena delsi ptitomnost MSCs v organismu

o Vysledky ukazuji na obnovu rovnovahy mezi zanétlivou a protizanétlivou imunitni odpovedi

Na zaklad¢ pozitivnich vysledki v experimentalnich modelech je tfeba se dale podrobnéji zaméfit na
vztah imunosupresivni terapie a bunééné terapie. Pouze vysoky stupen poznani v této oblasti otevie

moznosti vyuziti kombinované terapie v klinické praxi.

60



9 Zdroje

Akiyama, K. et al. (2012) ‘Mesenchymal-stem-cell-induced immunoregulation involves FAS-ligand-
/FAS-mediated T cell apoptosis’, Cell Stem Cell. Elsevier Inc., 10(5), pp. 544-555. doi:
10.1016/j.stem.2012.03.007.

Asari, S. et al. (2009) ‘Mesenchymal stem cells suppress B-cell terminal differentiation’, Experimental

Hematology, 37(5), pp. 604—615. doi: 10.1016/j.exphem.2009.01.005.

Augello, A. et al. (2005) ‘Bone marrow mesenchymal progenitor cells inhibit lymphocyte proliferation by
activation of the programmed death 1 pathway’, European Journal of Immunology, 35(5), pp. 1482—-1490.
doi: 10.1002/€ji.200425405.

Ball, L. M. et al. (2007) ‘Cotransplantation of ex vivo-expanded mesenchymal stem cells accelerates
lymphocyte recovery and may reduce the risk of graft failure in haploidentical hematopoietic stem-cell

transplantation’, Blood, 110(7), pp. 2764-2767. doi: 10.1182/blood-2007-04-087056.

Bier, A. et al. (2018) ‘Placenta-derived mesenchymal stromal cells and their exosomes exert therapeutic
effects in Duchenne muscular dystrophy’, Biomaterials. Elsevier Ltd, 174, pp. 67-78. doi:
10.1016/j.biomaterials.2018.04.055.

Biselli, R. et al. (1992) ‘Multiparametric flow cytometric analysis of the kinetics of surface molecule
expression after polyclonal activation of human peripheral blood T lymphocytes’, Scandinavian Journal

of Immunology, 35(4), pp. 439-447. doi: 10.1111/j.1365-3083.1992.th02879.x.

*Le Blanc, K. (2003) ‘Immunomodulatory effects of fetal and adult mesenchymal stem cells’,

Cytotherapy, 5, pp. 485-489. doi: 10.1080/14653240310003611.

Le Blanc, K. ef al. (2004) ‘Mesenchymal stem cells inhibit the expression of CD25 (interleukin-2
receptor) and CD38 on phytohaemagglutinin-activated lymphocytes’, Scandinavian Journal of
Immunology, 60(3), pp. 307-315. doi: 10.1111/j.0300-9475.2004.01483 .x.

Bohringer, J. et al. (2010) ‘Human multipotent mesenchymal stromal cells use galectin-1 to inhibit

immune effector cells’, Blood, 116(19), pp. 3770-3779. doi: 10.1182/blood-2010-02-270777.

*Borel, J. F. et al. (1994) ‘Biological effects of cyclosporin A: A new antilymphocytic agent’, Agents and
Actions, 43(3—4), pp. 179-186. doi: 10.1007/BF01986686.

Bouffi, C. et al. (2010) ‘IL-6-dependent PGE2 secretion by mesenchymal stem cells inhibits local
inflammation in experimental arthritis’, PLoS ONE, 5(12). doi: 10.1371/journal.pone.0014247.

61



*Britton, S. and Palacios, R. (1982) ‘Cyclosporin A — Usefulness, Risks and Mechanism of Action’,
Immunological Reviews, 65(1), pp. 5-22. doi: 10.1111/1.1600-065X.1982.tb00425 x.

Cesen Mazi¢, M. et al. (2018) ‘Treatment of severe steroid-refractory acute-graft-vs.-host disease with
mesenchymal stem cells—single center experience’, Frontiers in Bioengineering and Biotechnology,

6(July), pp. 1-6. doi: 10.3389/fbioe.2018.00093.

Chao, K. et al. (2016) ‘Human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells protect against
experimental colitis via CD5+ B regulatory cells’, Stem Cell Research and Therapy. Stem Cell Research
& Therapy, 7(1), pp. 1-12. doi: 10.1186/s13287-016-0376-2.

Chen, T. L. et al. (2008) ‘Cyclosporin A pre-incubation attenuates hypoxia/reoxygenation-induced
apoptosis in mesenchymal stem cells’, Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory Investigation,

68(7), pp. 585-593. doi: 10.1080/00365510801918761.

Cho, D. L. et al. (2014) ‘Mesenchymal stem cells reciprocally regulate the M1/M2 balance in mouse bone
marrow-derived macrophages’, Experimental and Molecular Medicine. Nature Publishing Group, 46(1),

pp. €70-9. doi: 10.1038/emm.2013.135.

Choi, J. J. et al. (2008) ‘Mesenchymal stem cells overexpressing interleukin-10 attenuate collagen-
induced arthritis in mice’, Clinical and Experimental Immunology, 153(2), pp. 269-276. doi:
10.1111/5.1365-2249.2008.03683 .x.

Deak, E. ef al. (2010) ‘Suspension medium influences interaction of mesenchymal stromal cells with
endothelium and pulmonary toxicity after transplantation in mice’, Cytotherapy. Elsevier, 12(2), pp. 260—
264. doi: 10.3109/14653240903401840.

Dominici, M. et al. (2006) ‘Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The
International Society for Cellular Therapy position statement’, Cytotherapy, 8(4), pp. 315-317. doi:
10.1080/14653240600855905.

Eggenhofer, E. (2010) ‘Mesenchymal stem cells together with mycophenolate mofetil inhibit antigen
presenting cell and T cell infiltration into allogeneic heart grafts’, Transplant Immunology, 24, pp. 157—
163. doi: 10.1016/S0022-3468

English, K., Barry, F. P. and Mahon, B. P. (2008) ‘Murine mesenchymal stem cells suppress dendritic
cell migration, maturation and antigen presentation’, Immunology Letters, 115(1), pp. 50-58. doi:

10.1016/j.imlet.2007.10.002.

62



Ezquer, F. et al. (2012) ‘The antidiabetic effect of mesenchymal stem cells is unrelated to their
transdifferentiation potential but to their capability to restore Th1/Th2 balance and to modify the
pancreatic microenvironment’, Stem Cells, 30(8), pp. 1664—1674. doi: 10.1002/stem.1132.

Fiorina, P. et al. (2009) ‘Immunomodulatory function of bone marrow-derived mesenchymal stem cells in
experimental autoimmune type 1 diabetes’, The Journal of Immunology, 183(2), pp. 993—1004. doi:
10.4049/jimmunol.0900803.

Fischer, U. M. et al. (2008) ‘Pulmonary passage is a major obstacle for intravenous stem cell delivery: the
pulmonary first-pass effect’, Stem Cells and Development, 18(5), pp. 683—692. doi:
10.1089/s¢d.2008.0253.

FOUILLARD, L. et al. (2008) ‘Identification of IL-10 and TGF- transcripts involved in the inhibition of
T-lymphocyte proliferation during cell contact with human mesenchymal stem cells’, Gene Expression,

13(4), pp. 217-226. doi: 10.3727/000000006780666957.

Friedenstein, A. J., Piatetzky-Shapiro, . and Petrakova, & K. V (1966) Osteogenesis in transplants of
bone marrow cells, Embryol. exp. Morph.

Galimberti, S. ef al. (2009) ‘Mesenchymal cells inhibit expansion but not cytotoxicity exerted by gamma-
delta T cells’, European Journal of Clinical Investigation, 39(9), pp. 813—818. doi: 10.1111/j.1365-
2362.2009.02171.x.

Galipeau, J. et al. (2009) ‘Mesenchymal stromal cells cross-present soluble exogenous antigens as part of
their antigen-presenting cell properties’, Blood, 114(13), pp. 2632-2638. doi: 10.1182/blood-2009-02-
207795.

Gao, W. X. et al. (2017) ‘Effects of mesenchymal stem cells from human induced pluripotent stem cells
on differentiation, maturation, and function of dendritic cells’, Stem Cell Research and Therapy. Stem

Cell Research & Therapy, 8(1), pp. 1-16. doi: 10.1186/s13287-017-0499-0.

Gazdic, M. et al. (2017) ‘Mesenchymal stem cells promote metastasis of lung cancer cells by
downregulating systemic antitumor immune response’, Stem Cells International, 2017. doi:

10.1155/2017/6294717.

Ge, W. et al. (2010) ‘Regulatory T-cell generation and kidney allograft tolerance induced by
mesenchymal stem cells associated with indoleamine 2,3-dioxygenase expression’, Transplantation,

90(12), pp. 1312—-1320. doi: 10.1097/TP.0b013e3181fed001.

63



Gerson, S. L. et al. (2000) ‘Rapid hematopoietic recovery after coinfusion of autologous-blood stem cells
and culture-expanded marrow mesenchymal stem cells in advanced breast cancer patients receiving high-

dose chemotherapy, Journal of Clinical Oncology, 18(2), pp. 307-316.

Ghannam, S. ef al. (2013) ‘Correction: Mesenchymal stem cells inhibit human Th17 cell differentiation
and function and induce a T regulatory cell phenotype’, The Journal of Immunology, 191(11), pp. 5777—
5777. doi: 10.4049/jimmunol.1390061.

Gholamrezanezhad, A. et al. (2011) ‘In vivo tracking of 111In-oxine labeled mesenchymal stem cells
following infusion in patients with advanced cirrhosis’, Nuclear Medicine and Biology. Elsevier Inc.,

38(7), pp. 961-967. doi: 10.1016/j.nucmedbio.2011.03.008.

Girdlestone, J. ef al. (2015) ‘Enhancement of the immunoregulatory potency of mesenchymal stromal
cells by treatment with immunosuppressive drugs’, Cytotherapy. Elsevier Inc, 17(9), pp. 1188-1199. doi:
10.1016/j.jcyt.2015.05.0009.

Gotherstrom, C. et al. (2005) ‘Difference in gene expression between human fetal liver and adult bone

marrow mesenchymal stem cells’, Hematopoietic Stem Cells, 90(8), pp. 1017-1026.

Gu, Y. et al. (2016) ‘Changes in mesenchymal stem cells following long-term culture in vitro’, Molecular

Medicine Reports, 13(6), pp. 5207-5215. doi: 10.3892/mmr.2016.5169.

Hajkova, M., Hermankova, B., ef al. (2017a) ‘Mesenchymal stem cells attenuate the adverse effects of
immunosuppressive drugs on distinct T cell subpopulations’, Stem Cell Reviews and Reports, 13(1), pp.

104-115. doi: 10.1007/s12015-016-9703-3.

Hajkova, M., Javorkova, E., ef al. (2017b) ‘A local application of mesenchymal stem cells and
cyclosporine A attenuates immune response by a switch in macrophage phenotype’, Journal of Tissue

Engineering and Regenerative Medicine, 11(5), pp. 1456—1465. doi: 10.1002/term.2044.

Hijnen, D. et al. (2009) ‘Cyclosporin A reduces CD4+CD25+ regulatory T-cell numbers in patients with
atopic dermatitis’, Journal of Allergy and Clinical Immunology. Mosby, 124(4), pp. 856—858. doi:
10.1016/j.jaci.2009.07.056.

Hof-Nahor, 1. et al. (2012) ‘Human mesenchymal stem cells shift CD8+ T cells towards a suppressive
phenotype by inducing tolerogenic monocytes’, Journal of Cell Science, 125(19), pp. 4640—4650. doi:
10.1242/jcs.108860.

Hoogduijn, M. J. et al. (2008) ‘Susceptibility of human mesenchymal stem cells to tacrolimus,
mycophenolic acid, and rapamycin’, Transplantation, 86(9), pp. 1283—1291. doi:
10.1097/TP.0b013e31818aa536.

64



Hsu, W.-T. et al. (2013) * Prostaglandin E 2 potentiates mesenchymal stem cell-induced IL-10 + IFN-y +
CD4 + regulatory T cells to control transplant arteriosclerosis °, The Journal of Immunology, 190(5), pp.
2372-2380. doi: 10.4049/jimmunol.1202996.

Hu, Y. et al. (2018) ‘Comparative study on in vitro culture of mouse bone marrow mesenchymal stem

cells’, Stem Cells International. Hindawi, 2018. doi: 10.1155/2018/6704583.

Di lanni, M. et al. (2008) ‘Mesenchymal cells recruit and regulate T regulatory cells’, Experimental

Hematology, 36(3), pp. 309-318. doi: 10.1016/j.exphem.2007.11.007.

Javorkova, E. et al. (2014) ‘Modulation of the early inflammatory microenvironment in the alkali-burned
eye by systemically administered interferon-y-treated mesenchymal stromal cells’, Stem Cells and

Development, 23(20), pp. 2490-2500. doi: 10.1089/sc¢d.2013.0568.

Javorkova, E. et al. (2018) ‘The effect of clinically relevant doses of immunosuppressive drugs on human
mesenchymal stem cells’, Biomedicine and Pharmacotherapy. Elsevier, 97(October 2017), pp. 402—411.
doi: 10.1016/j.biopha.2017.10.114.

Jenkins, M., Schwartz, R. and Pardoll, D. (1988) ‘Effects of cyclosporine A on T cell development and
clonal deletion’, Science. American Association for the Advancement of Science, 241(4873), pp. 1655—

1658. doi: 10.1126/SCIENCE.3262237.

Kavanagh, H. and Mahon, B. P. (2011) ‘Allogeneic mesenchymal stem cells prevent allergic airway
inflammation by inducing murine regulatory T cells’, Allergy: European Journal of Allergy and Clinical

Immunology, 66(4), pp. 523-531. doi: 10.1111/1.1398-9995.2010.02509.x.

Kay, A. G. et al. (2017) ‘Mesenchymal stem cell- conditioned medium reduces disease severity and
immune responses in inflammatory arthritis’, Scientific Reports. Springer US, (December), pp. 1-11. doi:

10.1038/541598-017-18144-w.

Kern, S. et al. (2006) ‘Comparative analysis of mesenchymal stem cells from bone marrow, umbilical

cord blood, or adipose tissue’, Stem Cells, 24(5), pp. 1294—1301. doi: 10.1634/stemcells.2005-0342.

Keyhanmanesh, R. et al. (2018) ‘Systemic delivery of mesenchymal stem cells condition media in
repeated doses acts as magic bullets in restoring IFN-y/IL-4 balance in asthmatic rats’, Life Sciences.

Elsevier, 212(July), pp. 30-36. doi: 10.1016/.1fs.2018.09.049.

Kidd, S. et al. (2009) ‘Direct evidence of mesenchymal stem cell tropism for tumor and wounding
microenvironments using in vivo bioluminescent imaging’, Stem Cells, 27(10), pp. 2614-2623. doi:

10.1002/stem.187.

65



Kim, J. and Hematti, P. (2009) ‘Mesenchymal stem cell-educated macrophages: A novel type of
alternatively activated macrophages’, Experimental Hematology, 37(12), pp. 1445-1453. doi:
10.1016/j.exphem.2009.09.004.

Kraitchman, D. L. et al. (2005) ‘Dynamic imaging of allogeneic mesenchymal stem cells trafficking to
myocardial infarction’, Circulation, 112(10), pp. 1451-1461. doi:
10.1161/CIRCULATIONAHA.105.537480.

Krampera, M. et al. (2006) ‘Role for interferon-y in the immunomodulatory activity of human bone

marrow mesenchymal stem cells’, Stem Cells, 24(2), pp. 386—398. doi: 10.1634/stemcells.2005-0008.

Li, M. et al. (2014) ‘Mesenchymal stem cells suppress CD8+ T cell-mediated activation by suppressing
natural killer group 2, member D protein receptor expression and secretion of prostaglandin E2,
indoleamine 2, 3-dioxygenase and transforming growth factor-p’°, Clinical and Experimental

Immunology, 178(3), pp. 516-524. doi: 10.1111/cei.12423.

Lin, T. et al. (2018) ‘NF«B sensing IL-4 secreting mesenchymal stem cells mitigate the proinflammatory
response of macrophages exposed to polyethylene wear particles’, Journal of Biomedical Materials

Research - Part A, 106(10), pp. 2744-2752. doi: 10.1002/jbm.a.36504.

Liu, H. et al. (2012) ‘Soluble molecules are key in maintaining the immunomodulatory activity of murine

mesenchymal stromal cells’, Journal of Cell Science, 125(1), pp. 200-208. doi: 10.1242/j¢s.093070.

Luz-Crawford, P. et al. (2012) ‘Mesenchymal stem cells repress Th17 molecular program through the
PD-1 pathway’, PLoS ONE, 7(9). doi: 10.1371/journal.pone.0045272.

Ma, X. et al. (2013) ‘Allogenic mesenchymal stem cell transplantation ameliorates nephritis in lupus mice
via inhibition of B-cell activation’, Cell Transplantation, 22(12), pp. 2279-2290. doi:
10.3727/096368912X658692.

Maitra, B. ef al. (2004) ‘Human mesenchymal stem cells support unrelated donor hematopoietic stem
cells and suppress T-cell activation’, Bone Marrow Transplantation, 33(6), pp. 597-604. doi:
10.1038/sj.bmt.1704400.

Majumdar, M. K. et al. (1998) ‘Phenotypic and functional comparison of cultures of marrow-derived
mesenchymal stem cells (MSCs) and stromal cells’, Journal of Cellular Physiology. John Wiley & Sons,
Ltd, 176(1), pp. 57-66. doi: 10.1002/(SICT)1097-4652(199807)176:1<57::AID-JCP7>3.0.CO;2-7.

Mazurier, C. ef al. (2007) ‘Immunosuppressive Effects of Mesenchymal Stem Cells: Involvement of

HLA-G’, Transplantation, 84(2), pp. 231-237. doi: 10.1097/01.tp.0000267918.07906.08.
McCarthy, C. ef al. (2011) ‘Mesenchymal stem cell inhibition of T-helper 17 cell- differentiation is

66



triggered by cell-cell contact and mediated by prostaglandin E2 via the EP4 receptor’, European Journal
of Immunology, 41(10), pp. 2840-2851. doi: 10.1002/¢ji.201141499.

Meisel, R. et al. (2004) ‘Brief report Human bone marrow stromal cells inhibit allogeneic T-cell
responses by indoleamine 2 , 3-dioxygenase — mediated tryptophan degradation’, 103(12), pp. 4619—
4622. doi: 10.1182/blood-2003-11-3909.Supported.

Miroux, C. et al. (2012) ‘Corticosteroids do not reverse the inhibitory effect of cyclosporine on regulatory
T-cell activity in contrast to mycophenolate mofetil’, Transplantation Proceedings. Elsevier Inc., 44(9),

pp. 2834-2839. doi: 10.1016/j.transproceed.2012.09.091.
Moore, K. et al. (1989) ‘Homology of cytokine synthesis Inhibitory, 248.

Nasuno, M. et al. (2014) ‘Mesenchymal stem cells cancel Azoxymethane-induced tumor initiation’, Stem

Cells, (32), pp. 913-925.

Nauta, A. J. et al. (2006) ‘Mesenchymal stem cells inhibit generation and function of both CD34+-
derived and monocyte-derived dendritic cells’, The Journal of Immunology, 177(4), pp. 2080-2087. doi:
10.4049/jimmunol.177.4.2080.

Di Nicola, M. et al. (2002) ‘Human bone marrow stromal cells suppress T-lymphocyte proliferation
induced by cellular or nonspecific mitogenic stimuli’, Blood, 99(10), pp. 3838-3843. doi:
10.1182/blood.V99.10.3838.

Normanton, M. ef al. (2014) ‘Interleukin 7 plays a role in T lymphocyte apoptosis inhibition driven by
mesenchymal stem cell without favoring proliferation and cytokines secretion’, PLoS ONE, 9(9), pp. 2—

12. doi: 10.1371/journal.pone.0106673.

Ohshima, M. et al. (2012) ‘Systemic transplantation of allogenic fetal membrane-derived mesenchymal
stem cells suppresses Th1l and Th17 T cell responses in experimental autoimmune myocarditis’, Journal
of Molecular and Cellular Cardiology. Elsevier Ltd, 53(3), pp. 420—428. doi:
10.1016/j.yjmcc.2012.06.020.

Opitz, C. A. et al. (2009) ‘Toll-like receptor engagement enhances the immunosuppressive properties of
human bone marrow-derived mesenchymal stem cells by inducing indoleamine-2,3-dioxygenase-1 via

Interferon-b and protein kinase R’, Stem Cells, 27(4), pp. 909-919. doi: 10.1002/stem.7.

Park, M. et al. (2015) ‘Immune suppressive effects of tonsil-derived mesenchymal stem cells on mouse
bone-marrow-derived dendritic cells’, Stem Cells International, 2015, pp. 1-12. doi:

10.1155/2015/106540.

67



Patel, S. A. et al. (2010) ‘Mesenchymal stem cells protect breast cancer cells through regulatory T cells:
role of mesenchymal stem cell-derived TGF-f’, The Journal of Immunology, 184(10), pp. 5885-5894.
doi: 10.4049/jimmunol.0903143.

Peng, Y et al. (2015) ‘Mesenchymal stromal cells infusions improve refractory chronic graft versus host
disease through an increase of CD5+ regulatory B cells producing interleukin 10°, Leukemia. Nature

Publishing Group, 29(3), pp. 636-646. doi: 10.1038/leu.2014.225.

Perico, N. et al. (2011) ‘Autologous mesenchymal stromal cells and kidney transplantation: A pilot study
of safety and clinical feasibility’, Clinical Journal of the American Society of Nephrology, 6(2), pp. 412—
422. doi: 10.2215/CJN.04950610.

Perico, N. et al. (2018) ‘Long-term clinical and immunological profile of kidney transplant patients given
mesenchymal stromal cell immunotherapy’, Frontiers in Immunology, 9(JUN), pp. 1-20. doi:

10.3389/fimmu.2018.01359.

Pischiutta, F. et al. (2014) ‘Immunosuppression does not affect human bone marrow mesenchymal
stromal cell efficacy after transplantation in traumatized mice brain’, Neuropharmacology. Elsevier Ltd,

79, pp. 119-126. doi: 10.1016/j.neuropharm.2013.11.001.

Ponte, A. L. et al. (2007) ‘The in vitro migration capacity of human bone marrow mesenchymal stem
cells: comparison of chemokine and growth factor chemotactic activities’, Stem Cells, 25(7), pp. 1737—

1745. doi: 10.1634/stemcells.2007-0054.
Prevosto, C. et al. (2007) ‘Stem cell-lymphocyte interaction’, Haematologica, 92(07), pp. 881-888.

Prud’homme, G. J. et al. (1995) ‘Effects of cyclosporin A, rapamycin, and FK520 on peripheral T-cell
deletion and anergy’, Cellular Immunology. Academic Press, 164(1), pp. 47-56. doi:
10.1006/cimm.1995.1141.

Qu, Y. et al. (2018) ‘Cyclosporin A inhibits adipogenic differentiation and regulates immunomodulatory
functions of murine mesenchymal stem cells’, Biochemical and Biophysical Research Communications,

498(3), pp. 516-522. doi: 10.1016/j.bbrc.2018.03.012.

Rafei, M. et al. (2009) ‘Mesenchymal stromal cells ameliorate experimental autoimmune
encephalomyelitis by inhibiting CD4 Th17 T cells in a CC chemokine ligand 2-dependent manner’, The
Journal of Immunology, 182(10), pp. 5994-6002. doi: 10.4049/jimmunol.0803962.

Ramasamy, R. et al. (2007) ‘Mesenchymal stem cells inhibit dendritic cell differentiation and function by
preventing entry into the cell cycle’, Transplantation, 83(1), pp. 71-76. doi:
10.1097/01.tp.0000244572.24780.54.

68



Rasmusson, 1. e al. (2003) ‘Mesenchymal stem cells inhibit the formation of cytotoxic T lymphocytes,
but not activated cytotoxic T lymphocytes or natural killer cells’, Transplantation, 76(8), pp. 1208—1213.
doi: 10.1097/01.TP.0000082540.43730.80.

Rasmusson, L. ef al. (2005) ‘Mesenchymal stem cells inhibit lymphocyte proliferation by mitogens and
alloantigens by different mechanisms’, Experimental Cell Research, 305(1), pp. 33—41. doi:
10.1016/j.yexcr.2004.12.013.

Ren, G. et al. (2008) ‘Mesenchymal stem cell-mediated immunosuppression occurs via concerted action

of chemokines and nitric oxide’, Cell Stem Cell, 2(2), pp. 141-150. doi: 10.1016/j.stem.2007.11.014.

Ren, G. et al. (2010) ‘Inflammatory cytokine-induced intercellular adhesion molecule-1 and vascular cell
adhesion molecule-1 in mesenchymal stem cells are critical for immunosuppression’, The Journal of

Immunology, 184(5), pp. 2321-2328. doi: 10.4049/jimmunol.0902023.

Ribeiro, A. et al. (2013) ‘Mesenchymal stem cells from umbilical cord matrix, adipose tissue and bone
marrow exhibit different capability to suppress peripheral blood B, natural killer and T cells’, Stem Cell
Research and Therapy, 4(5). doi: 10.1186/scrt336.

Ringden, O. et al. (2003) ‘Mesenchymal stem cells inhibit and stimulate mixed lymphocyte cultures and
mitogenic responses independently of the major histocompatibility complex’, Scandinavian Journal of

Immunology, 57(1), pp. 11-20. doi: 10.1046/j.1365-3083.2003.01176.x.

Ringdén, O. et al. (2006) ‘Mesenchymal stem cells for treatment of therapy-resistant graft-versus-host

disease’, Transplantation, 81(10), pp. 1390-1397. doi: 10.1097/01.tp.0000214462.63943.14.

Rosado, M. M. et al. (2014) ‘Inhibition of B-cell proliferation and antibody production by mesenchymal
stromal cells is mediated by T cells’, Stem Cells and Development, 24(1), pp. 93—103. doi:
10.1089/scd.2014.0155.

*Salami, F. ef al. (2018) ‘Immunomodulatory effects of mesenchymal stem cells on leukocytes with
emphasis on neutrophils’, Immunobiology. Elsevier, 223(12), pp. 786—791. doi:
10.1016/j.imbio.2018.08.002.

Schreiber, S. L. (1991) ‘Chemistry and biology of the immunophilins their immunosuppressive ligands,
Science articles, 251(4991), pp. 283-287.

*Schreiber, S. L. and Crabtree, G. R. (1992) ‘The mechanism of action of cyclosporin A and FK506°,
Immunology Today, pp. 136—142. doi: 10.1016/0167-5699(92)90111-J.

69



Segers, V. F. M. et al. (2005) ‘Mesenchymal stem cell adhesion to cardiac microvascular endothelium:
activators and mechanisms’, American Journal of Physiology-Heart and Circulatory Physiology, 290(4),
pp- H1370-H1377. doi: 10.1152/ajpheart.00523.2005.

Shigemoto-Kuroda, T. ef al. (2017) ‘MSC-derived extracellular vesicles attenuate immune responses in
two autoimmune murine models: type 1 diabetes and uveoretinitis’, Stem Cell Reports.

ElsevierCompany., 8(5), pp. 1214-1225. doi: 10.1016/j.stemcr.2017.04.008.

Sioud, M. et al. (2010) ‘Evidence for the involvement of galectin-3 in mesenchymal stem cell suppression
of allogeneic T-cell proliferation’, Scandinavian Journal of Immunology, 71(4), pp. 267-274. doi:
10.1111/5.1365-3083.2010.02378.x.

*Sioud, M. (2011) ‘New insights into mesenchymal stromal cell-mediated T-cell suppression through
galectins’, Scandinavian Journal of Immunology, 73(2), pp. 79-84. doi: 10.1111/j.1365-
3083.2010.02491 .x.

Spaggiari, G. M. et al. (2006) ‘Mesenchymal stem cell-natural killer cell interactions: evidence that
activated NK cells are capable of killing MSCs, whereas MSCs can inhibit IL-2-induced NK-cell
proliferation.’, Blood, 107(4), pp. 1484-90. doi: 10.1182/blood-2005-07-2775.

Starzl, T. E. et al. (2010) ‘Liver transplantation with use of cyclosporin A and prednisone’, New England
Journal of Medicine, 305(5), pp. 266—269. doi: 10.1056/nejm198107303050507.

Sun, L. et al. (2010) ‘Umbilical cord mesenchymal stem cell transplantation in severe and refractory
systemic lupus erythematosus’, Arthritis & Rheumatism. John Wiley & Sons, Ltd, 62(8), pp. 2467-2475.
doi: 10.1002/art.27548.

Sung, J. H. et al. (2008) ‘Isolation and characterization of mesenchymal stem cells’, Methods in

Molecular Biology, 40, pp. 2649-2654. doi: 10.1007/978-1-4614-9437-9 3.

Tafti, Z. A. et al. (2018) ‘Conditioned media derived from human adipose tissue mesenchymal stromal
cells improves primary hepatocyte maintenance’, Cell Journal, 20(3), pp. 377-387. doi:
10.22074/cellj.2018.5288.

Tatara, R. et al. (2011) ‘Mesenchymal stromal cells inhibit Th17 but not regulatory T-cell differentiation’,
Cytotherapy, 13(6), pp. 686—694. doi: 10.3109/14653249.2010.542456.

*Tedesco, D. and Haragsim, L. (2012) ‘Cyclosporine: A Review’, Journal of Transplantation, 2012, pp.
1-7. doi: 10.1155/2012/230386.

70



Togha, M. et al. (2017) ‘Rapamycin augments immunomodulatory properties of bone marrow-derived
mesenchymal stem cells in experimental autoimmune encephalomyelitis’, Molecular Neurobiology.

Molecular Neurobiology, 54(4), pp. 2445-2457. doi: 10.1007/s12035-016-9840-3.

Toma, C. et al. (2009) ‘Fate of culture-expanded mesenchymal stem cells in the microvasculature’,

Circulation Research, 104(3), pp. 398—402. doi: 10.1161/circresaha.108.187724.

Di Trapani, M. et al. (2016) ‘Differential and transferable modulatory effects of mesenchymal stromal
cell-derived extracellular vesicles on T, B and NK cell functions’, Scientific Reports, 6(April), pp. 1-13.
doi: 10.1038/srep24120.

Tsuji, W. et al. (2015) ‘Effects of immunosuppressive drugs influence on viability and susceptibility of
adipose and bone marrow-derived mesenchymal stem cells’, Frontiers in Immunology, 6(MAR), pp. 1-8.

doi: 10.3389/fimmu.2015.00131.

Ungerer, C. et al. (2014) ‘Galectin-9 is a suppressor of T and B cells and predicts the immune modulatory
potential of mesenchymal stromal cell preparations’, Stem Cells and Development, 23(7), pp. 755-766.
doi: 10.1089/scd.2013.0335.

Vasilev, G. ef al. (2019) ‘Secretory factors produced by adipose mesenchymal stem cells downregulate
Th17 and increase Treg cells in peripheral blood mononuclear cells from rheumatoid arthritis patients’,
Rheumatology International. Springer Berlin Heidelberg, 39(5), pp. 819-826. doi: 10.1007/s00296-019-
04296-7.

Vieira, P. L. et al. (2004) ‘ IL-10-secreting regulatory T cells do not express Foxp3 but have comparable
regulatory function to naturally occurring CD4 + CD25 + regulatory T cells °, The Journal of
Immunology, 172(10), pp. 5986—5993. doi: 10.4049/jimmunol.172.10.5986.

Wang, D. et al. (2014) ‘A CD8 T cell/indoleamine 2,3-dioxygenase axis is required for mesenchymal
stem cell suppression of human systemic lupus erythematosus’, Arthritis and Rheumatology, 66(8), pp.

2234-2245. doi: 10.1002/art.38674.

Wang, D. et al. (2018) ‘An in vitro and in vivo study of the effect of dexamethasone on
immunoinhibitory function of induced pluripotent stem cell-derived mesenchymal stem cells’, Cell

Transplantation, 27(9), pp. 1340—-1351. doi: 10.1177/0963689718780194.

Wang, L. et al. (2019) ‘Lung-resident mesenchymal stem cells promote repair of LPS-induced acute lung
injury via regulating the balance of regulatory T cells and Th17 cells’, Inflammation. Inflammation,

42(1), pp. 199-210. doi: 10.1007/510753-018-0884-6.

71



Waterman, R. S. et al. (2010) ‘A new mesenchymal stem cell (MSC) paradigm: Polarization into a pro-
inflammatory MSC1 or an immunosuppressive MSC2 phenotype’, PLoS ONE, 5(4). doi:
10.1371/journal.pone.0010088.

Webster, A. C. et al. (2005) ‘Tacrolimus versus cyclosporin as primary immunosuppression for kidney
transplant recipients’, Cochrane Database of Systematic Reviews. doi:

10.1002/14651858.CD003961.pub2.

de Witte, S. F. H. et al. (2018) ‘Immunomodulation by therapeutic mesenchymal stromal cells (MSC) is
triggered through phagocytosis of MSC by monocytic cells’, Stem Cells, 36(4), pp. 602—615. doi:
10.1002/stem.2779.

Wu, L. W. et al. (2014) ‘Donor age negatively affects the immunoregulatory properties of both adipose
and bone marrow derived mesenchymal stem cells’, Transplant Immunology, 30(4), pp. 122—127. doi:

10.1016/j.trim.2014.03.001.

Wynn Robert F et al. (2004) ‘A small proportion of mesenchymal stem cells strongly expresses
functionally active CXCR4 receptor capable of promoting migration to bone marrow’, Blood, 104(9), pp.
2643-2645. doi: 10.1182/blood-2004-02-0526.1.B.

Xu, G. et al. (2007) ‘The role of IL-6 in inhibition of lymphocyte apoptosis by mesenchymal stem cells’,
Biochemical and Biophysical Research Communications, 361(3), pp. 745-750. doi:
10.1016/j.bbrc.2007.07.052.

Yan, H. et al. (2014) ‘Priming of Toll-like receptor 4 pathway in mesenchymal stem cells increases
expression of B cell activating factor’, Biochemical and Biophysical Research Communications. Elsevier

Inc., 448(2), pp. 212-217. doi: 10.1016/j.bbrc.2014.04.097.

Yan, Z. et al. (2015) ‘Mesenchymal stem cells suppress T cells by inducing apoptosis and through PD-
1/B7-H1 interactions’, Immunology Letters. Elsevier B.V., 162(1), pp. 248-255. doi:
10.1016/j.imlet.2014.09.013.

Ylostalo, J. H. ef al. (2012) ‘Human mesenchymal stem/stromal cells cultured as spheroids are self-
activated to produce prostaglandin E2 that directs stimulated macrophages into an anti-inflammatory

phenotype’, Stem Cells, 30(10), pp. 2283-2296. doi: 10.1002/stem.1191.

Zhang, W., Qin, C. and Zhou, Z. M. (2007) ‘Mesenchymal Stem Cells Modulate Immune Responses
Combined With Cyclosporine in a Rat Renal Transplantation Model’, Transplantation Proceedings,

39(10), pp. 3404-3408. doi: 10.1016/j.transproceed.2007.06.092.

72



Zhou, K. et al. (2008) ‘Transplantation of human bone marrow mesenchymal stem cell ameliorates the
autoimmune pathogenesis in MRL/lIpr mice’, Cellular and Molecular Immunology, 5(6), pp. 417-424.
doi: 10.1038/cmi.2008.52.

73



