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Abstrakt

UdrZeni homeostdze je nezbytné pro preziti organismu. Stres homeostazu narusuje a
pripravuje télo na psychickou ¢i fyzickou zatéz. Pii stresu se uvoliuji stresové endogenni
faktory, které plisobi na regeneraci tkéni, imunitni systém a rtizné metabolické pochody.
Chronicky stres télo vyCerpava a ma negativni vliv na zminéné procesy. Opacny vliv ma
akutni stres. Mezenchymalni kmenové buiiky se podileji na regeneracnich procesech a
moduluji buniky imunitniho systému. Lze pfedpokladat, ze stres bude mit vliv i na MSCs.
Tato prace mé¢la za cil sledovat vliv vybranych stresovych faktorti, noradrenalinu a
kortikosteronu na vlastnosti a funkce MSCs v akutnim a chronickém modelu stresu. Stresové
faktory nemély vliv na morfologii, vitalitu a diferenciacni schopnosti MSCs. Avsak
v pfitomnosti obou stresovych faktori byla sniZena metabolické aktivita MSCs bez ohledu
na délku jejich ptisobeni. Pisobeni stresovych faktort také ovlivnilo produkci nékterych
imunologicky relevantnich molekul a proteinti. Vysledky bohuzel neukazuji jednoznacny

vliv stresovych faktorti na modulaci lymfocytl prosttednictvim MSCs.

Kli¢ovéa slova: mezenchymalni kmenové buiiky, katecholaminy, adrenergni receptory,

glukokortikoidy



Abstract

Maintaining of homeostasis is essential for the survival of the organism. Stress disturbs the
homeostasis and prepares the organism for mental or physical stress. During the stress
situation, the endogenous stress factors are released. Through these factors stress affects
tissue regeneration, the immune system and other metabolic processes. Chronic stress
impacts many parts of body and mind and has a negative effect on these processes. Acute
stress has the opposite effect. Mesenchymal stem cells (MSCs) participate in regenerative
processes and modulate the immune system. Therefore, it can be assumed that stress will
affect on MSCs. The aim of this study was to investigate the effect of stress factors,
norepinephrine and corticosterone on the properties and function of MSCs in acute and
chronic stress model. In our study, stress factors did not affect the morphology, vitality and
differentiation of MSCs. However, the metabolic activity of MSCs was reduced regardless
of the duration of their action. The action of stress factors also affected the production of
some immunologically relevant molecules and proteins. Unfortunately, the results did not

show a clear effect of stress factors on the lymphocyte modulation by MSCs.

Key words: mesenchymal stem cells, catecholamines, adrenergic receptors, glucocorticoids



Obsah

1. Seznam pouZzityCh ZKratek ..........cccooiiiiiiiieiiie e 8
20 VOO oottt 11
3. Literarni Prehled .....c.oooiiiiiiieciieie e st ees 12
3.1  Mezenchymalni kmenoveé BUNKY .........cccccceeeiieiieiiiiinieeieeree et 12
3.1.1  Regenerativini SChopnosti MSCS.........cccuiiiiiriieiiieniecieeie e 13
3.1.2  Imunomodulacni v1astnosti MSCS .........cccceriiiiiiiiiiiiiicee e 14
3.1.2.1  Vliv MSCs na bunky nespecifick€ imunity ..........cccccceeevveerveeencreeennnenn. 14
3.1.2.2  Vliv MSCs na bunky specifické imunity ..........cccceevvveevieencieesceeeeenenn 15

3.2 SHIES ettt ettt et e bt e e bt e ettt e e bt e e e bt e e naneeea 17
3.2.1  VIiv stresu na imunitni SYStEM .......ccueeevieriieriieiiieeie e 18

3.3 Stresoveé endogenni faKIOTY.......cccuieriieeiieiieeii ettt sae e ees 20
3.3.1  GIUKOKOTTIKOIAY ..veeueiiieiieiieiiieieeiee e 20
3.3.1.1  Glukokortikoidy a imunitni SYSt&m...........ccceevveevieerieerieenienieeneeeeneenens 20

3.3.2  Katecholaminy .........ccccooiiiiiiiiiiie e 21
3.3.2.1  Katecholaminy a imunitni SySt€m .........cceevueeviirieenieeiieie e 22

3.4  Vliv stresovych endogennich faktori na MSCs .......cccccovveviniiniininiiniiniccnee 23
3.4.1  Vliv katecholaminli na MSCS........ccccoiiiiiiiiiiiiiiieeceee e 23
3.4.2  Vliv glukokortikoidl na MISCS .......cooeiviiriiniiniiiiiniceceeceeceece e 26

N O3 11 o) oSSR 29
Metody @ MAtEriAl........ccueiiiiiiiiie e s 30

ST ZIVITAA et ettt et 30
5.2 MEAIA @ TOZEOKY ...vveeeiiieeiiie ettt et e et e e e e et e e e aee e beeennaaeees 30
5.3 Technické VYDAVENT ......cccoeiuiiiiiiiiiiiiiiiceteeee e 31
54 SOTEWATE ..eoiiieiieetiee et ettt ettt et sttt et e et e saeeens 31
5.5 IN VIO MOAEL.. oottt ettt et 32
5.6 1zolace a Kultivace MISCS .....cc.eeiuiieiiiiiiieiieee ettt 33
5.7 1z0lace SPIENOCY....cccuviieiiiieiiieeiee ettt et e e e tee e b e e naaee e 34
5.8 Kultivace MSCS S€ SPIENOCYLY ..cuvvviriiieeiiiiiieeesieeerieeeriteeeveeeire e aeeesaeeesvee e 34
5.9 PrUtOKOVA CYLOMEIIIC ....eeeuieieiiieeiieeeiie et ettt e esive e e eeeeaeeeeeeesaeeeseseeesnseeenns 34
5.10 IMETENT INO ...ttt ettt et e et et e eneenaeenaesneens 37
5.11 ELISA TEST ..ttt ettt ettt s 37
5.12 PCR et ettt 39

5.13 IV S T St ettt ettt ettt e e e e e ettt e e e s e e eteta s e eseeetesaraas 40



5.14 MIKIOSKOPIE MISCS ...ttt e 41

5.15 DiIferenciace MISCS ....ccuiviiiriiiiiiieteeieee ettt 41
5.16 StatistiCKa analyZa..........coeeeeuiieeiiiiceie e 42
YA ] (ST 1 2SRRI 43
6.1  MOTTOIOZIE IMISCS ...ooeueiiieiiie ettt e e sae e et e e e eaeestaeessaeessseeesssaeenes 43
6.2 FENOLYP MSCS .ottt e e e et e e e e e e e nnaes 44
0.3 DiIferenciace MSCS ....c..iiiiriiiiiiieriieieeeree ettt 46
0.4 PTEZIVANT MISCS ...eoiiiiiiiiieieee ettt sttt 47
6.5  Metabolickd aktivita MISCS .....ccccoiiiiiiiiiiiiieiieseeee e 47
6.6  Vliv zanétlivych faktorii N2 MSCS.......cuooiiiiiiiiiecieeieeeeee et 48
6.6.1  Produkce NO ......ooiiiiiiiie et 48
6.6.2  ProdukCe IL-0......ccoiiiiiiieiiieiee e e 49
0.0.3 PRttt reeneeneens 51
6.7 VIiv MSCs na LymfOCYLY ..cveeiiriiiiiiieicieceeeseeeteeee et 52
6.7.1  Apoptdza IymIOCYT ....coovveieiieiieeiieiieee e 52
6.7.2  Vliv na zastoupeni populaci lymfocytl.........ccoeveereiiiiieniiianiiniecieeieeee 53
6.7.3  Aktivace IymfOCYtl .....ocoviiiiiiieeiiciiece e e 55
6.7.4  Proliferace lymfOCYtl ......ccccvieiiiiiiieiiieiieieeee e 57
6.7.5  Populace Treg DUNCK .......coocviiiiiiiiiciiecieceeee e 59
6.7.6  Populace Th17 bBunk .........cccoeouiiiiiiiiiieie e 60
6.7.7  BLISA LEST cueetieiiieiiee ettt ettt ettt et 61
DISKUSE ..ottt ettt ettt e ettt e et e e it e e b e e sneeeabeenaeeens 62
ZUAVET weeee ettt ettt e bt e et e e bt e e bt e e sttt e e bt e e e bt e e eabeeeatee s 68



1. Seznam pouzitych zkratek

A700

AC

ACTH

AD

APC

AR

CD

CcO

ConA

COX2

CRH

DAPI

DC

DEX

DMEM

ELISA

EVs

FasL

FCS

FITC

GCs

GR

Alexa Fluor 700

adenylatecyclase, adenylatcyklaza

adrenocorticotropic hormone, adrenokortikotropni hormon
adrenaline, adrenalin

allophycocyanine, alofykocyanin

adrenergic receptor, adrenergni receptor

cluster of differentiation, diferenciacni antigen
corticosterone, kortikosteron

concanavalin A, konkanavalin A

cyclooxygenase 2, cyklooxygenaza 2
corticotrpin-releasing hormone, hormon uvoliujici kortikotropin
4,6-diamidino-2-phenylindole, 4,6-diamidino-2-fenylindol
dendritic cells, dendritické bunky

dexamethasone, dexametazon

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

enzyme-linked immuno sorbent assay, test imunoenzymatické reakce
extracelular vesicles, extracelularni vacky

Fas ligand

fetal calf serum, fetalni teleci sérum

fluorescein isothyocyanate, fluorescein isothyokyanat
glucocorticoids, glukokortikoidy

glucocorticoid receptor, glukokortikoidni receptor



HDAC6

HGF

HLA

HPA

HPS

ICAM-1

IDO

IFN

IL

KGF

LPS

mADb

MHC

MR

MSCs

MVs

NE

NO

PBS

PD-L1/2

PE

PGE2

histone deacetylase 6, histon deacetyldza 6
hepatocyte growth factor, ristovy faktor hepatocyta
human leucocyte antigen, lidsky leukocytarni antigen

hypothalamic-pituitary-adrenal axix, hypotalamicko-hypofyzarni-

nadledvinova osa

heat shock protein, protein tepelného Soku

intracellular adhesive molecule 1, intracelularni adhezivni molekula 1
indolamine-2,3-dioxygenase, indolamin-2,3-dioxygenaza

interferon

immunoglobulin, imunoglobulin

interleukin

keratinocyte growth factor, ristovy faktor keratinocytl
lipopolysaccharide, lipopolysacharid

monoclonal antibodies, monoklonalni protilatka

major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex
mineralocorticoid receptor, mineralokortikoidni receptor
mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky
microvesicles, mikrovezikuly

norepinephrine, noradrenalin

nitric oxide, oxid dusnaty

phosphate buffer solution, fosfatovy pufr

programmed death ligand 1/2, ligand programované bunécné smrti 1/2
phycoerythrin, fykoerytrin

prosteoglandin E2, prosteoglandin E2



PI3K phosphatidylinositol-3-kinase, fosfatidylinositol-3-kinaza

PLC phospholipasa C, fosfolipaza C

RPMI Roswell Memorial Park Institute 1640 medium

SCF stem cells factor, faktor kmenovych bunék

SDEF-1 stromal cell-derived factor 1, faktor stromalni bun¢k 1

Tc cytotoxic T-lymphocyte, cytotoxické T-lymfocyty

TGFp transforming growth factor B, transformujici rastovy faktor 3
Th helper T-lymphocytes, pomocné T-lymfocyty

TLR toll-like receptor

TNFa tumor necrosis factor a, faktor nadorové nekrozy o

Treg regulatory T-lymphocytes, regula¢ni T-lymfocyty

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1, vaskularni adhezivni molekula 1
VEGF endothelial vascular growth factor, endotelialni ristovy faktor
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2. Uvod

Prvni zminka o mezenchymadlnich kmenovych bunkach (MSCs, mesenchymal stem cells)
pochazi ze 60. let minulého stoleti. Od t¢ doby se pohled na vlastnosti a schopnosti MSCs
prohloubil. Studie se v poslednich letech zabyvaji jejich schopnostmi a klinickém vyuziti

predevsim jako mozné podpory 1éCby pii transplantacich ¢i v autoimunitnich onemocnéni.

Pacienti potykajici se s hojenim ran po operaci ¢i [écbou autoimunitnich onemocnéni
jsou Casto vystaveni stresovym podminkam. Pfi stresu se zvySuji hladiny stresovych faktora
jako jsou katecholaminy a glukokortikoidy. Pii akutnim stresu hladiny téchto faktort
organismus nabudi a pfipravi na zatéz. AvSak pii chronickém stresu jsou hladiny téchto
faktori stale zvysené, organismus se vycerpava a zpomaluje se proces hojeni. MSCs hraji
v procesu hojeni dllezitou roli, pfedev§im diky schopnosti modulovat buiiky imunitniho
systému, diferenciace v rizné bunécné typy a nasledného nahrazeni poskozenych buné¢k.
Reakci MSCs na stresové faktory se pravdépodobné zmeéni jejich vlastnosti a schopnosti.
Proto se v poslednich letech studie zaméfuji na vliv stresu a jeho faktorti na vlastnosti a
funkce MSCs, a to pfedev$im na schopnost diferenciace a regenerace. Poznanim vlivu
stresovych faktori na MSCs muzZe pfinést odpoveédi ohledné¢ pomalého hojeni béhem

chronického stresu a ptinést nové terapeutické moznosti.
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3. Literarni prehled

3.1 Mezenchymalni kmenové bunky

Mezenchymalni kmenové buitkky (MSCs) byly objeveny Alexandrem Friedensteinem, ktery
je izoloval z kostni diené (Friedenstein, Piatetzky and Petrakova, 1966). Builky se podobaly
fibroblastim a od té doby byly izolovany téméf za vSech tkani, a to jak z fetalnich, tak i
z dospélych - placenta, tukova tkan, lymfatické uzliny, kiize, zubni tkan, vlasovy folikul atd
(Madrigal, Rao and Riordan, 2014). MSCs jsou multipotentni bunky se schopnosti
sebeobnovy a za urcitych podminek jsou schopny se diferenciovat do vsech tii zarode¢nych

linii — ektodermu, mezodermu a endodermu (Ullah, Subbarao and Rho, 2015).

MSCs je velmi heterogenni populace bunék bez specifického znaku. Proto jsou
definované na zakladé tfi minimalnich kritérii, ktera byla stanovena Mezindrodni spole¢nosti
pro bunéénou terapii. Zaprvé, buiiky jsou za standartnich kultiva¢nich podminek adherentni
k plastu. Zadruhé, in vitro jsou schopny se diferenciovat v adipocyty, chondrocyty a
osteocyty. Tato schopnost je typicky prokazovéana specifickym barvenim diferenciovanych
bun¢k — Oil Red O pro adipocyty, Alizarin Red pro osteocyty a Alcian Blue pro chondrocyty.
Zatieti, MSCs exprimuji na svém povrchu specifické diferencia¢ni skupiny (CD, cluster of
differentiation) — CD105, CD73, CD44 a CD90. Zaroven nesmi exprimovat znaky
hematopoetickych bunék — CD45, CD31, CD34, CD11b a lidsky leukocytarni antigen (HLA,
human leucocyte antigen) II. tfidy (Dominici et al., 2006).

MSCs se nachazeji strategicky v perivaskularnich prostorech témét po celém téle.
Jsou schopny migrovat do poranénych tkani a mista poSkozeni, kde se podileji na regeneraci
tkani a potlaceni zanétu. Pfesny mechanismus migrace neni zatim zcela objasnény. AvSak
pii dlouhodobé kultivaci a zvySujicimu se poctu pasazi MSCs se snizuje modulacni potencial
¢i regenerace, a zvysuje se pravdépodobnost maligni transformace bun¢k (Ullah, Subbarao

and Rho, 2015).
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3.1.1 Regenerativni schopnosti MSCs

MSC:s jsou schopny se podilet na regeneraci tkani. Jak jiz bylo zminéno, MSCs se dokézou
diferenciovat ve specifické¢ buniky vsSech tfi zarodecnych linii a tim nahradit poSkozené
buniky a tkan¢. Dale sekretuji cévni endotelialni ristovy faktor (VEGF, endothelial vascular
growth factor), angiopoietin-1, ristovy faktor hepatocytii (HGF, hepatocyte growth factor)
a dalsi molekuly pottebné pro angiogenezi (Spees, Lee and Gregory, 2016). Bylo popsano,
ze po aplikovani MSCs inhibovaly apoptézu neuront, a naopak podpofily proliferaci bunck
po mrtvici, predev§im prostfednictvim produkovaného VEGF (Deng et al., 2010). Tento
faktor se také vyznamné podilel na regeneraci srde¢ni tkdn¢ po infarktu myokardu (Tang et
al., 2005) a proliferaci myoblastovych bun¢k pfi regeneraci kosterni svaloviny (Sassoli et

al., 2012).

MSCs mohou vytvofit nanotubuly Siroké 50-200 nm, skrz které jsou schopné
predavat poskozené bunce nukleové kyseliny, ionty, mitochondrie ¢i jiné organely (Spees,
Lee and Gregory, 2016). Liu et al. prokdzali, Ze ptenos mitochondrii z MSCs do epitelidlnich

bunck pomoci nanotubull inhibuje apoptozu téchto bunék (Liu et al., 2014).

MSCs mohou také uvoliovat extracelularni vacky (EVs, extracelular vesicles), které
zprostiedkovavaji prenos latek a komunikaci mezi buiikami. EVs se dé¢li na dva typy —
exosomy velké 40-100 nm a mikrovezikuly (MVs, microvesicles) velké 50-1000 nm. EVs
obvykle obsahuji miRNA, cytokiny, riistové faktory, antimikrobialni peptidy a dalsi faktory,
Song et al., 2017). Monsel et al. ukézali, Ze MVs izolované z MSCs potlacilynemeth riist
bakterii a zvySily piezivani mys$i, které byli infikované patogenni Escherichia coli. SniZeni
bakterialniho rtstu bylo srovnatelné se skupinou 1é¢enou pfimo MSCs. V bronchoalveolarni
tekutin€ mysi 1écenych MVs ¢i MSCs byly detekované zvysené hladiny prostaglandinu E2
(PGE2, prostaglandin E2), ristového faktoru keratinocyti (KGF, keratinocyte growth
factor), interleukinu (IL, interleukin) 10 a pocet makrofagli, naopak hladina faktoru

nadorové nekrozy a (TNFa, tumor necrosis factor) byla snizena (Monsel et al., 2015).
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3.1.2 Imunomodulac¢ni vlastnosti MSCs

MSC:s se podileji na modulaci vlastnosti imunitnich bunék, mohou ptisobit protekéné proti
odhojovani transplantatu, septickému Soku ¢i v regulaci zanétlivé reakce. Dilezitou roli
hraje sekrece solubilnich faktorti a exprese povrchovych znakl. Mezi solubilni faktory patii
napiiklad HGF, transformujici rastovy faktor f (TGFp, transforming growth factor), IL-1,
IL-6, IL-10, faktor kmenovych bunék (SCF, stem cells factor), oxid dusnaty (NO, nitric
oxide), indolamin-2,3-dioxygenaza (IDO, indolamine-2,3-dioxygenase), PGE2 a mnoho
dalSich. Mezi povrchové znaky modulujici buiikky imunitniho systému patii ligand
programované bunécéné smrti 1/2 (PD-L1/2, programmed death ligand 1/2) a Fas ligand
(FasL, Fas ligand) (obr. 1) (Wang, Yuan and Xie, 2018).

MSCs se mohou polarizovat ve dva fenotypy — MSC1 a MSC2. Fenotyp MSCI1 se
tvori, pokud je v mikroprostfedi pfitomno malo prozanétlivych cytokintii a zanét se teprve
rozviji. Zaroven je dulezita pritomnost velkého poctu bakterii, které¢ stimuluji MSCs
prostfednictvim vazby lipopolysacharidu (LPS, lipopolysaccharide) na toll-like receptor
(TLR, toll-like receptor) 4. Naopak k polarizaci na fenotyp MSC2 dochézi, pokud jsou
pritomné zvysené hladiny prozanétlivych cytokint ¢i je bunika stimulovana prostiednictvim

vazby na TLR-3 (Gazdic et al., 2015).

MSCs maji za normalnich podminek nizkou expresi hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC, major histocompatibility complex) I., chybi jim exprese MHC II. a
kostimula¢nich molekul. To z nich dél4 hypoimunogenni buiiky, které jsou chranény pied
lyzou NK buiikami a Tc bunikami, proto se MSCs mohou pouZit i od alogenniho darce
(Ullah, Subbarao and Rho, 2015). MSCs izolované z rtiznych tkani se odliSuji svymi
imunomodula¢nimi  vlastnostmi. Naptiklad MSCs ztukové tkan€ vykazuji vétsi
imunosupresivni U¢inek na NK buiikky a CD4+ a CD8+ T-lymfocyty nez MSCs ziskané
z kostni diené (Ribeiro ef al., 2013).

3.1.2.1  Vliv MSCs na buiiky nespecifické imunity

Makrofagy hraji dulezitou roli v nespecifické imunité. Mohou existovat ve dvou fenotypech

rrrrr

/////

produkci PGE2, ktery snizuje expresi TNFa a IL-6 (Nemeth et al., 2009). Dale PGE2
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indukuje u makrofagl povrchovy znak CD206, ktery je typicky pro M2 fenotyp (Kim and
Hematti, 2009).

Dalsimi bunikami nespecifické imunity jsou neutrofily, jejichz hlavni funkci je
fagocytoza a respiracni vzplanuti. MSCs sekretuji IL-6, prostiednictvim kterého inhibuji

respiracni vzplanuti a oddaluji apoptdzu neutrofila (Raffaghello et al., 2008).

NK (natural killer) buniky jsou hlavni efektorové buiitky nespecifické imunity. MSCs
reguluji proliferaci NK bunék. Zaroven jsou schopny zvysit produkci interferonu (INF,
interferon) y a TNFa aktivovanymi NK bunkami. Déle po spole¢né kultivaci zvySuji

degranulaci, sekreci granzymu a perforinu (Spaggiari et al., 2008; Najar et al., 2018).

Zirné buiiky, které obsahuji granule s histaminem, se podileji na zanétlivych
procesech a alergickych reakci. MSCs snizuji schopnost migrace a infiltrace Zirnych bunék.
Také potlacuji prostiednictvim PGE2 inhibuji schopnost degranulace (Brown et al., 2011;
Kim et al., 2015).

Dendritické buiiky (DC, dendritic cells) jsou antigen prezentujici buiiky, které tvoii
spojeni mezi nespecifickou a specifickou imunitou. MSCs jsou schopny potlacit
prostiednictvim PGE2 produkci TNFa ¢i migraci DC (Aggarwal and Pittenger, 2005). Dale
indukuji regulacni fenotyp DC, pro ktery je charakteristicka snizena exprese CD1a, CD80,
CD86, CD40. Tyto DC pak dale indukovaly vznik Treg lymfocytl (Zhao ef al., 2012).

3.1.2.2  Vliv MSCs na buiiky specifické imunity
T lymfocyty jsou buiiky specifické imunity, které jsou rozdéleny do nckolika zakladnich
populaci — efektorové pomocné T-lymfocyty (Th, helper T-lymphocyte) 1, Th2, Thl7,
regulacni T-lymfocyty (Treg, regulatory T-lymphocyte) a cytotoxické T-lymfocyty (Tc,
cytotoxic T-lymphocyte).

MSCs inhibuji bunéény cyklus T-lymfocytii mezi Go a Gi bunéénymi fazemi
(Glennie et al., 2005). Mezi solubilni faktory, kterymi ovlivituji T-lymfocyty patii, IDO,
NO, IL-6, PGE2, HGF a TGFp (Wang, Yuan and Xie, 2018). Snizuji produkci INFy Thl
lymfocyty a IL-17 Th17 lymfocyty. Naopak MSCs zvySuji produkci IL-4 a IL-10 Th2
lymfocyty a IL-10 Treg lymfocyty (Aggarwal and Pittenger, 2005). Pomoci IL-6 a TGFf
jsou MSCs schopny regulovat polarizaci v Th17 lymfocyty ¢i Treg lymfocyty
(Mohammadzadeh et al., 2014; Svobodova et al., 2012). Prostfednictvim IDO, PGE2 a
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TGFp inhibuji MSCs vyvoj a spravnou funkci Tc lymfocytt (Rasmusson et al., 2003; Ullah,
Subbarao and Rho, 2015). T-lymfocyty jsou inhibovany i1 bunéénym kontaktem
prostiednictvim povrchovych molekul PD-L1/2 a FasL (Augello et al., 2005).

Soucasti specifické imunity jsou také B-lymfocyty jejichz funkei je produkce
protilatek, cytokinii a prezentace antigent. Stejné jako u T-lymfocytd inhibuji MSCs
bunécny cyklus B-lymfocytlh mezi Go a G1 bunéénymi fazemi - napt. prostiednictvim PD-
L1/2 (Augello et al, 2005). B-lymfocyty v pfitomnosti MSCs snizuji produkci
imunoglobulinu (Ig, immunoglobulin) A, IgM a IgG. Dale MSCs snizuji expresi
chemokinovych receptorit CXCR4, CXCRS5 a CCR7 a chemotaxi k CXCL12 a CXCL13
(Corcione et al., 2006). Jiné studie ukazuji odlisné vysledky modulace B-lymfocytt, coz
muze byt dano také pomérem pouzitych MSCs a B-lymfocytl ¢i odliSnym piivodem bun&k

(Franquesa ef al., 2012).
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Obrazek 1. Imunomodulaéni viastnosti MSCs. MSCs se v miste poranéni i zanétu stimuluji a atrakuji ostatni
imunitni buitky pomoci produkovanych chemokinii. MSCs sekretuji dalsi faktory, kterymi moduluji proliferaci,
polarizaci a dalsi funkce imunitnich bunék. (prevzato a upraveno z Yuan, Logan and Ma, 2019)
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3.2 Stres

Stres je z fyziologického hlediska definovany jako naruseni homeostaze v organismu na
zaklad¢ stresového stimulu (stresoru). Stresory muzou pochazet z vnéj$iho i vnitiniho
prostiedi a dale mohou byt fyziologického ¢i psychologického ptivodu. Patii mezi n€ napi.
piehnana fyzicka zatéz, poranéni, nemoci, deprese ¢i alkoholismus a dalsi (Smith and Vale,

2006).

Také je mozné definovat stres jako proces, kdy je organismus vystaveny
nepfiméfené zat€zi a snazi se uvést znovu do homeostaze. V tomto procesu hraje hlavni roli
interakce téla a mozku. Na odpovédi na stres se podili dva druhy fizeni. Prvnim je nervové
fizeni, do kterého patii nékolik oblasti mozku (prefrontalni kortex, hipokampus, amygdala,
nucleus accumbens) a vegetativni nervy (sympatikus a parasympatikus). Druhé je
hormonalni fizeni, které zahrnuje endokrinni zlazy a stresové endogenni faktory jako jsou
adrenalin, noradrenalin, kortizol a kortikosteron. KdyZ je organismus vystaven stresoru,
spousti se nervové fizeni. Mozkovy signaliza¢ni systém vyhodnoti situaci, po které se uvolni
neurotransmitery a aktivuji se vegetativni nervy sympatiku. Nésleduje aktivace
hypotalamicko-hypofyzéarni-nadledvinové osy (HPA, hypothalamic-pituitary-adrenal axis)
v paraventikularnim jadru hypotalamu. Po aktivaci HPA nésleduje uvoliiovani vasopresinu
a hormonu uvoliujictho kortikotropin (CRH, corticotropin-releasing hormone)
z neurosekreCnich bun¢k. CRH se vazZe na své specifické receptory v pfedni hypofyze a
stimuluje sekreci adrenokortikotropniho hormonu (ACTH, adrenocorticotropic hormone),
ktery je uvoliovan do celkového obéhu. ACTH se poté vaze na své specifické receptory
v dieni nadledvin a stimuluje produkci adrenalinu/noradrenalinu. Dale ACTH pusobi v klite
nadledvin a stimuluje produkci glukokortikoidl (GCs, glucocorticoids) (obr. 2) (Smith and
Vale, 2006; Glaser and Kiecolt-Glaser, 2005).

Glukokortikoidy maji mnoho metabolickych Géinkd, které maji ve vysledku obnovit
homeostdzu organismu. Jsou schopny aktivovat enzymy, které se podileji na
glukoneogenezi, aktivuji katecholaminy a zpiisobuji hyperglykemii, ktera je dulezita jako
prvek pfeziti stresové situace (Marik and Bellomo, 2013; Smith and Vale, 2006).
V neposledni tfadé glukokortikoidy ptisobi na HPA a produkci ACTH negativni zpétnou
vazbou. Pokud je v organismu vysoka hladina glukokortikoidd, tak dojde k inhibici HPA a

naopak. Tato vazba zajistuje navrat do homeostdze (Smith and Vale, 2006). Ovsem pfi
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chronickém stresu, ktery trva tydny i mésice, organismus nestiha produkovat potiebnou
energii. ZvySuje se pravdépodobnost vzniku rakoviny, dochdzi k porucham kognitivnich
funkci, gastrointestinalnim onemocnénim, ¢i rozvoji autoimunitnich onemocnéni a celkove
dochazi k vyCerpani organismu (Yaribeygi et al., 2017; Sandi et al., 2003; Wu et al., 2000;
Reiche, Nunes and Morimoto, 2004).

3.2.1 Vliv stresu na imunitni systém

Stres ma na imunitni sytém obousmérny efekt, jak supresivni, tak stimula¢ni. Je schopny
zménit schopnost migrace, proliferace i pocet leukocyti ¢i produkci cytokint. Pokud je
organismus vystaven akutnimi stresu, ktery trva n¢kolik minut az hodin, mélo by ho to
nabudit a zdroven stimulovat imunitni systém. Naopak pokud je organismus vystaven
chronickému stresu, ktery mize trvat mnoho hodin az mésicl, snizuje se aktivita

metabolismu i imunitniho systému (Glaser and Kiecolt-Glaser, 2005; Dhabhar, 2008).

Jak vyplyva z predchozi kapitoly ¢lovek, ktery je vystaven chronickému stresu, myva
Casto vetsi pravdépodobnost k onemocnénim. Stres dysreguluje imunitni systém, potlacuje
produkci cytokini Thl odpovédi, snizuje proliferaci a pocet imunitnich bun¢k a celkové
pusobi imunosupresivne. Krysim samciim, ktefi byli vystaveni socidlnimu stresu, se snizila
proliferace a citlivost T-lymfocytl na konkanavalin A (ConA, concanavalin A) (Engler and
Stefanski, 2003; Stefanski and Engler, 1998). Také bylo ukazéano, Ze stresované mysi maji
vetsi pravdépodobnost ke vzniku rakoviny. Tyto mySi mély niZsi hladiny IFNy a TNFa,
snizila se proliferace T-lymfocytt, po¢et CD4+ T-lymfocytl, a naopak se zvysil pocet Treg.
Tim se zvysila proliferace nadorovych bunck a snizila pravdépodobnost pieZiti jedinch

(Frick et al., 2009; Saul et al., 2005).

Naopak akutni stres ma imunostimulacni efekt. Podporuje proliferaci, migraci, zrani
a funkci DC, neutrofill, makrofagh a lymfocytl (Viswanathan and Dhabhar, 2005; Dhabhar,
2008). Po navozeni akutniho stresu se zvysil pocet Th lymfocytli, pamétovych T-lymfocytl
a celkova imunologickd pamét’. Dale se zvysila produkce IL-2, IFNy a TNFa (Dhabhar and
Viswanathan, 2005). Taktéz bylo pozorovano, Ze akutni stres zvySoval protein tepelného
Soku (HPS, heat shock protein) 72, ktery zesiloval vrozenou imunitni odpovéd’. Tim se
zvysila sekrece NO makrofagy a prozanétlivych cytokinti (IL-1, IL-6 a TNFa), coz mélo za

nasledek rychlejsi baktericidni u¢inek a potlacovani zanétu (Campisi and Fleshner, 2003).
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Mediatory stresu pusobici na imunitni systém jsou endogenni faktory, mezi které

patii neurotransmitery a stresové hormony — adrenalin, noradrenalin, glukokortikoidy a

dalsi. Tyto faktory mohou produkovat i samotné imunitni bunky. Imunitni bunky mohou

prostiednictvim produkovanych endogennich stresovych faktort a cytokinii ptsobit také na

aktivitu hypotalamu (obr. 2) (Glaser and Kiecolt-Glaser, 2005; Yaribeygi et al., 2017).
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Obrazek 2. HPA osa. Stresor piisobi na mozkovy signalizacni system. Aktivuje se HPA osa v hypotalamu a
spousti se sekrece kortikotropin uvolniujiciho hormonu. Ten aktivuje sekreci adrenokortikotropniho hormonu
v predni hypofyze, ktery stimuluje nadledviny k produkci stresovych endogennich faktori — adrenalinu/
noradrenalinu a glukokortikoidii. Tyto faktory dale piisobi i na bunky imunitniho systému, které dale mohou
produkovat cytokiny, které mohou zpétné ovlivnit HPA osu (prevzato a upraveno z Glaser and Kiecolt-Glaser,

2005).
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3.3 Stresové endogenni faktory
3.3.1 Glukokortikoidy

GCs jsou steroidni stresové hormony. Jejich syntéza probiha v kiife nadledvin, kterd je
d€lena do tfi vrstev — zona glomerulosa, zona fasciculata a zona reticularis. V zona
glomerulosa se syntetizuji mineralokortikoidy, které se podili na iontové rovnovaze. V zona
fasciculata se syntetizuji GCs, které ovlivituji metabolismus cukru (Heming et al., 2018).
GCs jsou uvolniované pravidelné v ramci cirkadidlniho rytmu nebo prosttednictvim HPA po
vystaveni organismu stresu. Nejvyznamnéj$Sim glukokortikoidem c¢lovéka je kortizol a
v ptipad¢ hladovct je to kortikosteron (CO, corticosterone). (Nomura et al., 1997; Cain and
Cidlowski, 2017). Existuji také syntetické GCs, které se diky svym imunosupresivnim a

dexametazon (DEX, dexamethasone) a prednison.

GCs pusobi na buiniky prostfednictvim vazby na specifické receptory pro
glukokortikoidy, které jsou dvojiho typu glukokortikoidové receptory (GR, glucocorticoid
receptors) a mineralokortikoidové receptory (MR, mineralocorticoid receptors). Oba typy
patii do superrodiny nukledrnich receptort transkripcnich faktort. GCs se vazou s vétsi
afinitou na GR (Timmermans, Souffriau and Libert, 2019; Huang, Chandra and Rastinejad,

2010).

3.3.1.1 Glukokortikoidy a imunitni systém

GCs maji supresivni efekt na zanétlivou odpovéd’ imunitniho systému. To je
zpusobeno interakci GR a prozanétlivych transkripénich faktort NFkB a AP-1. GR inhibuji
expresi mnoha molekul, které se UCastni zanétlivé reakce. Konkrétné potlacuji expresi
adhezivnich molekul, které umoZiuji imunitnim bunkdm migrovat skrz endotel —
intracelularni adhezivni molekuly 1 (ICAM-1, intracellular adhesive molecule 1) a
vaskuldrni adhezivni molekuly 1 (VCAM 1, vascular cell adhesion molecule) (Heming et
al., 2018). Dale snizuji pocet DC, monocytil, granulocyti a lymfocyti a produkci IL-18,
TNFa, I[FNy, IL-6 a IL-17 (Varga et al., 2014; van der Velden, 1998). Varga et al. ukazali,
proliferaci CD8+ 1 CD4+ lymfocytlh a produkci jejich cytokinli, a naopak podpoftily
proliferaci Foxp3+ lymfocytl. To mélo za nasledek, Ze se u mysi po poddni monocytl

ovlivnénych GCs snizily projevy kolitidy indukované T-bunikami (Varga et al., 2014).

20



Avsak GCs mohou pii akutnim stresu pusobit i prozanétlivé (Cruz-Topete and
Cidlowski, 2015). U mysi, ktera byla vystavena akutnimu, byla detekovana zvysend imunitni
odpovéd’ a hypersenzitivita opozdéného typu. Opacny efekt byl pozorovan pii vystaveni

chronickému stresu (Dhabhar and McEwen, 1997).
3.3.2 Katecholaminy

Katecholaminy jsou latky odvozené od tyrosinu. Syntetizovany jsou v dfeni nadledvin a
v mozku. Patii sem dopamin, adrenalin a noradrenalin. Adrenalin (AD, adrenaline)
s noradrenalinem (NE, norepinephrine) funguji jako neurotransmitery centrdlni a periferni
nervové soustavy a jako stresové hormony jsou produkované chromafinnimi butikami diené
nadledvin. AD pisobi v téle jako hlavni stresovy hormon, ktery pfipravuje organismus na
zatézovou situaci. NE pisobi jako hlavni neurotransmiter autonomnich sympatetickych
postgangliovych nervovych vlaken (Marino and Cosentino, 2013). Dopamin patii do
katecholamint spiSe z chemického hlediska, a kviili jeho afinité k adrenergnim receptorim
(AR, adrenergic receptor). Katecholaminy maji mnoho funkci v organismu jako jsou
kontrakce a relaxace hladkého a srde¢niho svalstva, sniZzeni sekrece inzulinu, lipolyza,

glykogenolyza ¢i imunomodula¢ni ucinky (Paravati and Warrington, 2019).

Efekt katecholamini je zprosttedkovan AR, které patii do skupiny membranovych
receptoru spfazenych s G-proteinem. Déli se do dvou typti — a a B AR. Podle G proteinu, se
kterym jsou spfazené, se o AR dale déli na a1 AR, spfazené s Gq proteinem a o2 AR spfaZené
s Gi proteinem. Vazba ligandu na a1 AR aktivuje fosfolipazu C (PLC, phospholipasa C) a
dochézi ke zvySeni intracelularni koncentrace Ca®". Gi protein inhibuje adenylatcyklazu
(AC, adenylatecyclase) a tim sniZuje koncentraci cAMP. f AR se dale déli na 13 AR,
spfazené s Gs proteinem. 2.3 AR jsou spfazené s Gi proteinem, ale oproti ax AR aktivuji
adenylatcyklazu a zvysuji koncentraci cAMP. AR se nachazi na vSech lidskych buiikach,
avSak s riznou expresi — napt. T-lymfocyty maji nizsi expresi B2 AR neZz B-lymfocyty.
Katecholaminy maji odliSnou afinitu k AR — AD vykazuje vyssi afinitu k B AR a NE ma
vys$i afinitu k a AR (Marino and Cosentino, 2013; Ciccarelli et al., 2013; Tyurin-Kuzmin
etal., 2016).
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Tabulka 1. Rozdéleni adrenergnich receptorii. PLC — fosfolipaza C, IP3 — inositoltrifosfat, AC —
adenylatcyklaza

Receptor Signalizace Utinek
o Gg; 1 PLC; Kontrakce hladkého
1 IP3 a Ca** svalstva
o2 Gi; 1 AC; | cAMP Kontrakce hladkého
svalstva
B1 Gs; 1 AC; 1cAMP Kontrakce srdecniho
svalu
B2 Gs; 1 AC; 1cAMP Relaxace hladkého
svalstva
B3 Gs; 1 AC; 1cAMP Lipolyza

3.3.2.1 Katecholaminy a imunitni systém

Bylo prokéazano, ze stimulace AR prostfednictvim NE ¢i AD snizuje aktivitu NK
bunck a lymfocyti (Marino and Cosentino, 2013). V dalsi studii stimulace MSCs pomoci
exprese makrofagového zanétlivého proteinu MIP-1. Stejny efekt byl pozorovan u stimulace
MSCs agonistou B AR, naopak u stimulace agonistou o AR byl tento efekt minimalni (Li et
al., 2003). Po stimulaci B AR na monocytech byla také snizena exprese ICAM-1, produkce
IFNy, TNFa ¢i IL-12 (Takahashi ef al., 2003). Stejny efekt pozoroval Agac et al. Stimulace
NE sniZila produkci zanétlivych cytokini TNFo, IL-12, IL-6 a IL-1f buitkami nespecifické
imunity a naopak zvysila produkci protizanétliveho 1L-10 (Agac et al., 2018).

Existuji studie, které NE pficitaji i imunostimula¢ni efekt (Sanders and Straub, 2002).
Bylo prokazano, ze po vystaveni stresu doSlo u muzi ke zvySeni poctu neutrofili a
monocytil. Tento efekt byl zprostiedkovan vazbou NE na a AR zvysil (Beis et al., 2018).
Dale NE dokézal zvysit hladinu IL-2 a IFNy a aktivitu NK bun¢k (Kappel et al., 1998).
V jiné studii byla méfena aktivita lymfocytl stimulovanych NE a dopaminem. Oba faktory
zvySily aktivitu lymfocytl spoleéné s produkei Thl 1 Th2 cytokini. AvSak kombinace NE
spolecné¢ s DEX meéla na lymfocyty 1 cytokiny imunosupresivni u¢inek jako stimulace

samotnym DEX (Torres et al., 2005).
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Jak je vidét, funkce NE zavisi nejspiSe na vice faktorech a na typu AR, pies které
pusobi na imunitni buiky. NE ve vysokych koncentracich piisobi prostfednictvim B AR,

piestoze za normalnich podminek vykazuje vyssi afinitu k a AR.

3.4 Vliv stresovych endogennich faktori na MSCs

Organismus reaguje na stres uvoliiovanim endogennich faktor, které funguji jako
mediatory stresu. Jejich prostfednictvim ma stres vliv na regeneraci tkani, imunitni systém
¢i metabolické pochody. Pfi chronickém stresu se organismus vycerpava, coZ ma negativni
vliv na metabolismus, schopnost regenerace tkani 1 imunitu. OvSem kratkodobé vystaveni
stresu organismus nabudi a pozitivné ovliviiuje zminéné procesy. Lze tudiz pfedpokladat
stejny vliv stresu na schopnosti a funkce MSCs. Tyto bunky produkuji mnoho molekul
podilejicich se na udrzovani homeostaze, regeneraci tkani ¢i modulaci imunitniho systému.
Yang et al wukazali, ze chronicky stres negativné ovlivnil diferenciaci MSCs
v myofibroblasty a redukoval expresi a aktinu hladkého svalstva prostfednictvim inhibice

TGFB. (Yang et al., 2014).

Pomoci endokrinnich a nervovych signall jsou regulovany schopnosti MSCs. Signaly
zprostiedkovavaji pravé napft. stresové faktory pisobici prostfednictvim specifickych
receptord, které se nachazeji na mnoha bunkéch vcetné MSCs. Bylo prokazano, ze MSCs
exprimuji AR 1 GR (Tyurin-Kuzmin et al., 2018b; Carcamo-Orive ef al., 2010). Studie
zabyvajici se vlivem katecholaminil a glukokortikoidli na MSCs se zaméfuji predevSim na
diferenciacni, migracni a regeneracni schopnosti, které hraji dileZitou roli v terapeutickém

potencialu bun¢k.
3.4.1 Vliv katecholamini na MSCs

MSCs exprimuji AR, na které se vazi katecholaminy sympatické nervové soustavy. Pomoci
pritokové cytometrie byly zjistény na povrchu MSCs vSechny typy AR, ovSem mira exprese
jednotlivych typtt AR se liSila mezi darci. Po stimulaci MSCs noradrenalinem byla zjiSténa

zvySena exprese aia AR (Tyurin-Kuzmin ef al., 2018b; Kotova et al., 2014).

Zajimavym pozorovanim je, ze po stimulaci MSCs noradrenalinem vzniklo
Sestihodinové okno, kdy bunky byly citlivéjsi na dalsi davky katecholaminti. V tomto okné

bunky reagovaly na stejnou koncentraci noradrenalinu uvolnénim dvojnasobného mnoZzstvi
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Ca?" nez buiiky stimulované pouze jednou. Tento jev se nazyva heterologni senzibilizace a
je zpusobena zménou signalizace z 3 AR na a; AR. Tato zména miize zpusobit nejen
zvysenou citlivost vici katecholamintim, ale mtize zvysit sekreci rtiznych molekul MSCs
(Tyurin-Kuzmin et al., 2016). Heterologni senzibilizaci Ize pozorovat u primarnich MSCs,
ale 1 u embryonalnich bunék, avSak ne u imortalizovanych MSCs (Tyurin-Kuzmin et al.,

2018a).

Dale bylo zjisténo, Ze signalni drahy AR a TLR2 v MSCs se navzajem propojuji a
ovlivituji. TLR2 hraje dtlezitou roli v rozpoznavani bakteridlnich patogenii. Kombinace
stresu s bakteriemi v rané muze byt jednim z divoda Spatného procesu hojeni. Pokud byly
MSCs ovlivnény agonistou AR, zvysila se také exprese TLR2 a myeloidniho diferencia¢niho
faktoru MyD88. A naopak aktivace TLR2 zvysila expresi 2 AR. Soucasna stimulace TLR2
a AR snizila migraci MSCs, naopak se zvysilo uvolnovani prozanétlivého IL-6 neonatalnimi
keratinocyty a MSCs. U stresovanych mysi se snizila schopnost hojeni ran (Dasu et al.,

2014).

V poskozenych tkéanich se uvolnuje velké mnozstvi cytokinii, chemokinti, ristovych
faktori a dalSich molekul. To vede k aktivaci a nasledné migraci MSCs do mista poskozeni.
Avsak proces migrace MSCs neni dosud zcela objasnén. Jednim z mechanism je interakce
chemokinového receptoru CXCR4 schemokinem CXCLI12 znamym jako faktor
stromalnich bun¢k 1 (SDF-1, stromal cell-derived factor 1), ktery piisobi jako silny
chemoatraktant kmenovych bunék a hraje dileZitou roli pfi regeneraci tkani. Bylo zjiSténo,
ze NE inhiboval chemotaxi MSCs z perivaskularnich mist na zdkladé¢ koncentra¢niho

gradientu SDF-1 (Wu et al., 2016).

Jak jiz bylo zminéno, jednim ze zpUsobi, kterym se MSCs podileji na regeneraci
tkani, je diferenciace ve specifické burniky jako jsou adipocyty, chondrocyty a osteocyty. NE
a dalsi agonisti B AR zplisobuji v organismu termogenezi a lipolyzu. Hladiny mRNA a
proteinu B2 a B3 AR jsou v procesu adipogeneze MSCs za normalnich okolnosti zvySené. Se
zvySujicimi se koncentracemi agonisty B AR byl potlacovan vyvoj adipocyti z MSCs.
Vystavenim MSCs antagonistim § AR po dobu 7 dni mélo naopak za nasledek zvySeni poctu
adipocytl vii¢i kontrole. Lze tedy vyvodit, Ze agonisti B AR uvoliiovani béhem stresu maji

negativni efekt na diferenciaci MSCs v adipocyty (Li et al., 2010b).
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Dal$im procesem, na kterém se MSCs podileji je osteogeneze a chondrogeneze.
Osteopordza ¢i zlomenina kosti méd chronicky pribéh a pacienti jsou vystaveni stresové
situaci. MSCs slouzi jako zdroj osteochondralnich progenitorti. Migruji na misto poskozeni,
proliferuji a diferenciuji do chrupavek a kosti. Tim napomahaji obnové kostni a chrupavcité
tkan¢, avSak stres tento proces hojeni zpomaluje. Pii osteogenezi jsou stejné jako pfi
adipogenezi zapojeny P> a B3 AR. Za normalnich podminek se v priibéhu osteogeneze
zvysuje exprese B2 AR. Pfi pouziti agonisty B AR byla potlaCena mineralizace MSCs a
celkovy vyvoj osteocytil, jak v zavislosti na koncentraci, tak délce podavani stimulace (Li et
al., 2010a). V dalsi studii bylo uk4dzano, ze AD snizil expresi miRNA-21 inhibici acetylace
histonu a doslo ke snizeni exprese osteogennich markert. Lze tedy fici, ze AD potlacuje

osteogenni diferenciaci MSCs (Chen and Wang, 2017).

MSCs se spolecné s progenitorovymi buiitkami chondrocytt podileji také na obnove
chrupavcité tkan€. V synovidlni tekutiné ziskané po operaci kloubu byly zjistény vysoké
koncentrace NE (10°-107 M). V téchto koncentracich NE ptisobi prostiednictvim B AR.
Stimulace pomoci NE sniZila vyvoj chondrocytli z MSCs a progenitorovych bunék. Dale
doslo ke snizeni syntézy kolagenu II. typu a glykosaminoglykanii a k inhibici exprese
chondrogenického transkripcniho faktoru SOX9. Naopak se zvysila exprese dvou
heterotrofickych faktort — kolagenu typu X. a matrix metaloproteinazy 13 (Jenei-Lanzl et
al., 2014). Podobny efekt byl prokazdn na chondrocytech. Po vystaveni bun¢k AD se
prostiednictvim B2 AR snizila exprese Sox6 a Sox9 (Takarada et al., 2009).

Katecholaminy uvoliiované béhem stresu inhibuji diferencia¢ni potencial MSCs
prostfednictvim signalizacni cesty cAMP/protein kindza A. Lze tedy pfedpokladat, Ze pfi
adipogenezi, osteogenezi a chondrogenezi hraji B AR roli vregulaci exprese gent

nezbytnych v danych diferenciacnich procesech.

Nedavno bylo ukazano, Ze jeden ze zplsobu regulace diferencia¢niho potencidlu
MSCs je prosttednictvim senzorického nervu, ktery je zapojen do vyvoje kostni tkané.
Prostfednictvim PGE2 uvoliiovaného osteoblasty se aktivuje receptor senzorického nervu
EP4 a zaroveil je potlacena sympateticka aktivita, coz ma za nasledek tvorbu kostni tkané.
MSCs izolované z mysi s inaktivovanym receptorem EP4 vykazovaly oproti wild-type mys$i
zvysenou diferenciaci do adipocytl a snizenou diferenciaci do osteoblastl. Injekci molekuly

SW033291, ktera zvySuje hladinu PGE2, ¢i propanololu, ktery blokuje B AR, se zvysila
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osteogeneze a snizila adipogeneze u wild-type mysi. Senzoricky nerv pravdépodobné

udrzuje rovnovahu mezi osteogenezi a adipogenezi MSCs (Hu et al., 2020).

3.4.2 Vliv glukokortikoidii na MSCs

MSCs exprimuji kromé AR také GR, které hraji roli v diferenciaci a dalSich funkcich MSCs.
GCs prodluzuji dobu hojeni nejenom supresivnim efektem na imunitni buiiky, ale i inhibici
migrace ¢i diferenciace MSCs. V riznych studiich se casto pouzivaji syntetické

glukokortikoidy napi. DEX.

GCs maji také vliv na diferencia¢ni schopnosti MSCs. Je znamo, ze syntetické
glukokortikoidy podavané pacientim plisobi imunosupresivné a maji negativni vliv na
regeneraci kostni tkdné. Tento efekt je zndm jako osteopordza indukovand GCs. Vedle
osteoporodzy, maji pacienti také vyssi pocet adipocytt (Li et al., 2013). Bylo prokazano, ze
vysoka koncentrace DEX (¢ = 10° M) snizuje potencial MSCs diferenciovat se do
osteoblastil (Zhou ef al., 2014). Stimulaci DEX se potlacila exprese markert osteogeneze.
DEX také inhiboval expresi histon deacetylazy 6 (HDACO, histone deacetylase 6). Zaroven
bylo pozorovano, ze tento efekt koreloval se snizenou expresi GR. Je zajimavé, Ze pokud se
inhibovala exprese GR spole¢né s expresi HDACH, tak se zvysila exprese osteoblastového

markeru (Rimando et al., 2016).

Opacny efekt byl pozorovan v jiné studii. V ni byl pouzit DEX v niz§i koncentraci
(107 M). DEX indukoval proliferaci a osteogenni diferenciaci MSCs. Exprese genil
spojenych s osteogenezi se po stimulaci DEX zvysila. Déle se zvysila exprese u miRNA,
které se ucastni osteogenni diferenciace. Lze tedy vyvodit, Ze vysoké koncentrace GCs, které
jsou pfitomné pfi stresu, negativné ovliviiuji diferencia¢ni schopnosti MSCs a mohou

zpisobovat patologickou osteopordzu (Bian et al., 2015).

V dalsi studii byl pozorovan vliv hydrokortizonu na MSCs. Bylo zjisténo, Ze
pusobeni tohoto GC nema vliv na geny spojené s morfogenezi a imunomodulac¢nimi
vlastnostmi MSCs. Déle byly sledované geny pro osteogenzi a adipogenezi. Po stimulaci se
zvysila exprese pozdniho adipogenniho markeru PPARy. Pii vzrlstajicim poctu pasazi a
délce stimulace hydrokortizonem se snizila exprese BGLAP a vymizela exprese SPP1

(Shipunova, Petinati and Drize, 2013).
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Chronicky stres plsobi negativné na migraci MSCs a zplsobuje del$i hojeni
poranéni. V mySim modelu jaterni fibrozy zptsobil stres zvySenou hladinu CO v séru. Pohyb
mysi byl omezen umisténim do konickych centrifuga¢nich zkumavek. Béhem této stresové
situace jim nebyla podavana potrava ¢i voda. Kontrolni skupina mysi byla ponechéna
v klecich a mohla se volné pohybovat. CO snizil migraci MSCs, ktera byla indukovana SDF-
1, do mista poskozeni. Stimulace MSCs prostiednictvim CO snizila také expresi
chemokinového receptoru CXCR4 a CXCR7. Stres ovSem nemél vliv na samotnou sekreci
SDF-1 a HGF. Zaroven antagonisti AR metyrapon a RU486 utlumili negativni vliv CO na
migraci bunék. (Zhang et al., 2015).

Krom¢ SDF-1 jsou pro migraci a 1é¢bu poranéni dilezité dalsi faktory. Kato et al.
prokazali, ze stimulaci MSCs pomoci DEX se snizila exprese SDF-1, HGF a KGF. Déle
bylo ukazano, ze MSCs ziskané od pacientl s osteopordzou, ktefi byli podrobeni
glukokortikoidové terapii, méli taktéz snizenou expresi SDF-1. DEX tedy snizil schopnost

migrace MSCs (Kato et al., 2017).

Pacienti s panevnim nadorem myvaji poskozenou sliznici stfeva ionizujicim zafenim,
které se vyuziva pti 1€cbé nadort. Po podani jedné davky MSCs bylo pozorovano snizené
poskozeni sliznice tlustého stfeva a byla zlepSena reepitelizace tkan€. MSCs inhibuji
infiltraci T-lymfocytl a zvySuji apoptozu T-lymfocyti, které byly aktivované zatenim. Dale
byla 21 dni po podani MSCs zvySena sekrece CO. Avsak po blokaci GR molekulou RU486
se zvysila proliferace alogennich lymfocyti, kde byla pivodné inhibovana MSCs. Ve

vysledku antagonista GR zrusil protektivni imunosupresivni funkci MSCs (Bessout et al.,
2014).
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Tabulka 2. Piehled ucinki riiznych stresovych faktorii na MSCs. ISO - isoproterenol hydrochlorid, NE —
noradrenalin, AD — adrenalin, DEX — dexametazon, HCO — hydrokortizon, CO — kortikosteron, SDF-1 —

faktor stromalnich bunek 1

Faktor Efekt na MSCs Studie
ISO | adipogeneze, osteogeneze Liu et al., 2010a/b
NE | osteogeneze, Jenei-Lanzl et al., 2014
chondrogeneze
NE | migrace a chemotaxe Wuetal., 2016
k SDF-1
AD lchondrogeneze Takarada et al., 2009
NE a AD | chondrogeneze Hu et al., 2020
1 adipogeneze
DEX (107 M) | osteogeneze Zhou et al., 2014, Rimando
etal., 2016
DEX (107 M) 1 osteogeneze Bian et al., 2015
HCO 1 marker adipogeneze Shipunova, Petinati and
| marker osteogneze Drize, 2013
CO | migrace a chemotaxe Zhang et al., 2015
k SDF-1
DEX | SDF-1, HGF, KGF Kato et al., 2017

Vzhledem k diferencianim, imunomodula¢nim a regenera¢nim schopnostem MSCs se fada

klinickych studii v poslednich letech zaméfuje na vyuziti MSCs jako mozné [éCby.

Konkrétne¢ jsou MSCs studovany v souvislosti napf. s hojenim ran (An et al., 2018),

revmatoidni artritidou (Baharlou et al., 2017), roztrousenou skler6zou (Laso-Garcia et al.,

2018; Ryu et al., 2013) ¢i Crohnovou chorobou (Ciccocioppo ef al., 2011). Pravée pii téchto

onemocnéni €i pii hojeni riznych tkéni se ¢lovek ocitne ve stresové situaci. Ta ma negativni

vliv v procesu regenerace, na které se pro svoje schopnosti podili i MSCs. AvSak vliv stresu

a na samotné MSCs neni dosud zcela objasnén a je potieba ho dale prozkoumat.
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4. Cil prace

Stres narusuje homeostazu v téle. Akutni stres t€lo nabudi a ma spiSe pozitivni vliv, naopak
chronicky stres télo vyCerpava a ma na n¢j negativni vliv. Organismus jako odpovéd’ na stres
produkuje stresové endogenni faktory, mezi které patii neurotransmitery a glukokortikoidy.
Ty ptisobi na fadu mechanismu v téle jako je naptiklad regenerace tkani, ve které hraji roli
MSCs. Proto hypotézou této studie je, Ze stresové endogenni faktory ptsobi prostfednictvim
MSCs na schopnost regenerace tkéni. Pricemz ptredpokladame odlisny vliv akutniho a

chronického stresu na MSCs.

Cilem této prace je pozorovat vliv vybranych stresovych endogennich faktorii na

vlastnosti a funkce MSCs.
Konkrétné vliv noradrenalinu a kortikosteronu na MSCs:

e Pfezivani

e Fenotyp

e Metabolickou aktivitu

e Diferenciaci

e Pfi stimulaci zanétlivymi faktory

e Imunomodula¢ni i¢inky MSCs na aktivované splenocyty
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5. Metody a material

5.1 Zvirata

Na experimenty byly pouzity samice z mySiho inbredniho kmene BALB/c ve véku
8-12 tydnii. Zvifata byla ziskana z Ustavu molekularni genetiky Akademie véd Ceské

republiky (UMG AV CR).
5.2 Média a roztoky

Pro kultivaci a izolaci MSCs bylo pouzito DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium, PAA Laboratories, Pasching, Austria), ke kterému bylo pfidano 10% fetalni teleci
sérum (FCS, fetal calf serum, Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO USA — dale jen Sigma),
10 mM hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) pufru (Sigma) a
antibiotika - 100 mg/ml streptomycinu (Sigma) a 100 U/ml penicilinu (Sigma).

Pro kultivaci a izolaci splenocytid bylo pouzito RPMI (Roswell Memorial Park
Institute 1640 medium, Sigma), ke kterému bylo piidano 10% FCS, 5x10° M 2-
mercaptoethanolu (Sigma), 10 mM hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid) pufru (Sigma) a antibiotika — 100 mg/ml streptomycinu (Sigma) a 100 U/ml penicilinu.

Na pasazovani bunck a cytometrickou analyzu byl pouzit 1x roztok fosfatového

pufru (PBS, phosphate buffer solution).

Pro méteni NO Griessovou reakci byl pfipraven roztok A- 0,5 g sulfonylamidu
(Sigma), 1,5 ml H3PO4 a 48,5 ml H2O a roztok B — 0,15 g N-1-naphtylendiamin
dihydrochlorid (Sigma), 1,5 ml H3PO4, 48,5 ml H>O.

Pro test imunoenzymatické reakce (ELISA, enzyme-linked immuno sorbent assay)
byl jako promyvaci roztok PBS/Tween pouzivéan roztok pfipraveny pfidanim 0,5 ml Tween-
20 (Sigma) do 1 1 PBS. Jako koutovaci roztok byl pouzivan roztok, ktery byl ptfipraven
rozpusténim 1,68 g NaHCOs3 (Sigma) v 200 ml sterilni H>O. Jako blokovaci byl pouzivan
roztok, ktery byl pfipraven ptidanim 15 ml inaktivovaného FCS do 200 ml sterilniho PBS.
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5.3 Technické vybaveni
Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, England)
Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Germany)
Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)
Laminarni box CleanAir (Schoeller Instruments s.r.o., Praha, Ceska republika)
Laminarni box SafeFAST premium (DASITgroup, Cornaredo, Italy)
CO> inkubétor (Sanyo, Osaka, Japan)
Spektrofotometr OpsysMR (Dynex Technologies, Chantily, VA, USA)
Fluorescenc¢ni a opticky mikroskop Leica Dmi8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
Pritokovy cytometr LSR II (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)

Pratokovy cytometr Cytoflex (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)

5.4 Software
Byly pouzity softwary pro

- praci se spektrofotometrem — Revelation Quicklink (Dynex Technologies, Chantily,
VA, USA)

- statistickou analyzu — GraphPad Prism8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

- ovladani pritokového cytometru LSR IT — FACSDiva Software (Becton, Dickinson
and Company)

- vyhodnocovani cytometrickych dat z pritokového cytometru LSR II — GateLogic
400.2A (Invai, Mentone, Australia)

- ovlddani a vyhodnocovani dat z pritokového cytometru CytoFlex — CytExpert

Software (Beckman Coulter)
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5.5 In vitro model

Pro tuto préci byl navrzen in vitro model, ktery umozioval studium vlivu stresovych
faktorht NE a CO ¢i jejich kombinace na MSCs. Buiiky byly ovlivilovany fyziologickymi
koncentracemi NE (10 uM, Sigma) a CO (0,3 uM, Sigma), které jsou piitomné za stresu.
Tyto koncentrace jsou piiblizn¢ 10x vyssi pii stresu nez za normalnich podminek. Jako

kontroly slouzily burky, které nebyly ovlivnény stresovymi faktory.

Pro model akutniho stresu byly navrzeny 3 skupiny — 0 hodin (0 h), 3 hodiny (3 h) a
24 hodin (24 h) (obr. 3). Ve skupin¢ 3 h mélo byt zachycené okno, ve kterém by buiikky mély
byt dle zminéné publikace citlivéjsi na vnéjsi mikroprostiedi a kdy by méla zvySena jejich
parakrinni sekrece (Tyurin-Kuzmin ef al., 2016). Skupiny 0 h a 24 h slouzily jako kontrolni

skupiny pro toto okno.

Ve skupin€ 0 h byly nasazeny MSCs do kultivacniho média a ve stejny cas byly
ovlivnény stresovymi faktory a stimulovany zanétlivymi cytokiny — TNFa (10 ng/ml,
Peprotech, London, UK) a IL-1f (10 ng/ml, Peprotech). V ptipad¢ 3 h skupiny byly buiiky
ovlivnény stresovymi faktory a po 3 hodinach k nim byly pfiddny zanétlivymi cytokiny ¢i
splenocyty. U 24 h skupiny byly MSCs ovlivnény stresovymi faktory a po 24 hodinach k nim
byly ptidany zanétlivé cytokiny ¢i splenocyty.

V modelu chronického stresu byla navrzena jedna skupina. MSCs byly nasazeny a
po dobu 8 dni byly kazdy den ovliviiovany NE, CO ¢i jejich kombinaci. Zanétlivé cytokiny
¢i splenocyty byly pfidany 9. den (obr. 4).
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Obrazek 3. Schéma modelu akutniho stresu
MSCs +TNFa s IL-1B/
+NE/CO  +NE/CO + NE/CO +NE/CO + NE/CO +NE/CO +NE/CO + NE/CO solenocyty
I | I | | | | | |
I [ I I I I I I I
1. den 2.den 3.den 4. den 5. den 6.den 7.den 8. den 9. den

Obrazek 4. Schéma modelu chronického stresu

5.6 1zolace a kultivace MSCs

Pro tuto praci byly pouZity MSCs ziskané z tukové tkan€ mysi kmene BALB/c.
Abdomindlni tukova tkan byla odebirdna z oblasti tfisel, kde pifed samotnym odbérem
tukové tkdn¢ byla nejprve odstranéna mizni uzlina. Tukovd tkan byla mechanicky
homogenizovana a nasledné k ni byl pfidan roztok 10% kolagenazy I (Sigma). Poté byla tato
smés inkubovana po dobu 60 minut pii 37 °C. Smé&s byla pfenesena do zkumavky, poté k ni
bylo pfidano 7 ml PBS a nasledné byla smés centrifugovéana (25 °C, 4 minuty, 170 RCF).
Po centrifugaci byla peleta prenesena do nové zkumavky, opét k ni bylo ptidano 7 ml PBS
a dale byla centrifugovana. Tento postup byl 3x opakovan. Na zavér byla peleta
resuspendovana ve 4 ml DMEM a pfenesena do kultiva¢ni lahve (BioLite), kde byl objem
kultivaéniho média doplnén do objemu 12 ml. Po 48 hodinach byly buiiky oplachnuty

temperovanym DMEM za t¢elem omyti neadherentnich bunék.
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Burniky byly kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C s 5 % oxidu uhlicitého (CO.,
carbone dioxide) po dobu 3 tydni. Pti dosazeni konfluentni vrstvy béhem kultivace byly

bunky pasazovany. MSCs ze 3. nebo 4. pasaze byly pouzity k dal§im experimentim.

5.7 1zolace splenocytu

Splenocyty byly izolovany ze slezin mysi kmene BALB/c. Slezina byla mechanicky
homogenizovana a ptefiltrovana. Vznikla suspenze byla pfenesena do zkumavky, ktera byla
nasledn¢ centrifugovana (8 °C, 8 minut, 170 RCF). Supernatant byl odlit a peleta

resuspendovana v RPMI. Takto izolované splenocyty byly dale vyuzity k experimentim.

5.8 Kultivace MSCs se splenocyty

V ramci své prace jsem zjiStovala vliv MSCs na imunitni buiiky pii spolecné
kultivaci. Bylo nasazeno 5x10* MSCs spole¢né s 1x10° izolovanymi splenocyty do
24jamkovych kultivacnich desti¢ek (Nunc, Roskilde, Denmark) dle schémat (obr. €. 3 a 4).
Dale byl ptidan ConA (1,25 pg/ml, Sigma) pro stimulaci T lymfocytt. Buiiky byly spole¢né
kultivovany v 1 ml kultivaéniho média v inkubatoru s CO; pii 37 °C po dobu 48 a 72 hodin.
Poté¢ byly vzorky dale zpracovany pro méfeni vybranych znakidi splenocytli pomoci

pritokové cytometrie a pro métfeni hladin vybranych cytokinli pomoci ELISA testu.

5.9 Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie byla pouZita pro detekci vybranych povrchovych znakl a
transkrip¢nich faktord. Vzorky byly pfipravovany z MSCs ovlivnénych stresovymi faktory
dle schémat (obr. 3 a 4) ¢1 kontrolnich MSCs kultivovanych za standartnich podminek. Dale

byly méfeny splenocyty a pomoci prutokové cytometrie popsané v predchozi kapitole (5.8).

Cela ptiprava vzorkl probihala na ledu. Do jednotlivych jamek pfidal vychlazeny 1x
PBS. Kazda smés byla promichana, pienesena do zkumavky a centrifugovana (8 °C, 8 minut,
170 RCF). Poté byl odlit supernatant a byla resuspendovana peleta. Jednotlivé suspenze byly
pfeneseny v objemu 200 pl do 96 jamkové desticky s kulatym dnem (Nunc). Desticka se

centrifugovala (8 °C, 3 minuty, 170 RCF) a poté se peleta rozvolnila pomoci tfepacky.

K barveni byli pouzity monoklonalni protilatky (mAb, monoclonal antibodies)
konjugované s barevnymi fluorochromy — fluorescein isothyokyanat (FITC, fluorescein

isothyocyanate), fykoerytrin (PE, phycoerythrin), alofykocyanin (APC, allophycocyanine),
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Alexa Fluor 700 (A700, Alexa Fluor 700). Pro znaceni mrtvych bun¢k byl pouzity Hoechst

33258 (Sigma). V piipad¢ intracelularniho barveni byly nejprve obarveny povrchové znaky

a mrtvé buiiky byly obarveny Pacific Blue.

Barveni povrchovych znaki probihalo dle protokolu:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

Pridat 10 pul mAb nafedéné v PBS

30 min inkubace na ledu a ve tm¢

2x promyt pomoci 200 ul PBS, centrifugace (8 °C, 3 minuty, 170 RCF)
Rozvolnit peletu

Ptidat 200 ul PBS pro méieni

Tésné pred métrenim pridat Hoechst 33258

Méfeni

Barveni intracelularni znakt probihalo dle protokolu:

1)
2)
3)

4)
5)

6)

7)

8)
9)

Barveni povrchovych znaki dle vySe zminéného protokolu

30 minut fixace pomoci fixacniho pufru (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

2x promyt pomoci 200 pl permeabilizacniho pufru (Invitrogen),
centrifugace (23 °C, 4 minuty, 300 RCF)

Rozvolnit peletu

30 minut permeabilizace a barvit pomoci mAb nafedéné v permeabilizatnim
pufru

2x promyt pomoci 200 pl permeabilizatniho pufru (Invitrogen),
centrifugace (23 °C, 4 minuty, 300 RCF)

Rozvolnit peletu

Ptidat 200 pl permeabiliza¢niho pufru

Méfeni
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Tabulka 3. Seznam pouZitych monoklondrnich protildtek v priitokové cytometrii

Znak Fluorochrom | Redéni |Klon Vyrobce Znaceni
CD45 A700 1:200 30-F11 Biolegend |povrch
CD45 FITC 1:200 30-F11 Biolegend |povrch
CDh4 FITC 1:160 GK1.5 Biolegend |povrch
CD8a APC 1:160 53-6.7 Biolegend |povrch
CD69 PE 1:120 H1.2F3 Biolegend |povrch
CD31 PE 1:50 390 Biolegend |povrch
CD11b |APC 1:50 M1/70 Biolegend |povrch
CD90.2 |FITC 1:50 30-H12 Biolegend |povrch
CD105 |PE 1:50 MJ7/18 Biolegend |povrch
CD73 PE 1:50 eBioTY/118 | Biolegend | povrch
CD44 FITC 1:50 IM7 Biolegend |povrch
Ki67 PE 1:160 16A8 Biolegend |intracelularni
FoxP3 |APC 1:100 FJK-16S Invitrogen |intracelularni
RORy PE 1:80 AFKJS-9 eBioscience |intracelularni

SSC-A

FSC-H

I‘D 6‘0
FSC-A

Hoechst 33258

SSC-A

78,04 %

cD4s

SSC-A

SSC-A
@

SSC-A

SSC-A

CD8

Obrazek 5. Ukazka gateovaci strategie na splenocytech.
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5.10 Méreni NO

Produkce NO byla méfena z nestimulovanych nebo stimulovanych MSCs. Burky
byly nasazeny a ovlivnény podle schématu (obr.¢. 3 a 4) do 48jamkovych kultivacnich
desti¢ek. Do 700l bylo nasazovano 1,4x10° bunék pro model akutniho stresu a kultivace
trvala a 72 hodin. Pro model chronického stresu bylo nasazeno 3,5x10* bunék a kultivace
trvala 11 dni. Po uplynuti doby kultivace bylo odebrano 100 ul supernatantu do 96jamkové
desticky. Pomoci Griessovy reakce byl stanoven obsah NO. Jako standard byl pouzit roztok
NaNOs (Sigma) a jako blank kultivaéni médium DMEM. Ke vzorkiim bylo pfidano 50ul
roztoku A a 50 ul roztoku B. Poté byly vzorky méfeny pomoci spektrofotometru pii vinové

délce 570 nm.

5.11 ELISA test

Pomoci ELISA testu byla mé&fena produkce IL-6 stimulovanych ¢i nestimulovanych
MSCs. Bunky v desti€¢kach byly nasazeny a ovlivnény podle schématu (obr.c. 3 a 4) do
48jamkovych kultivacnich desti¢ek. Do 700ul bylo nasazovano 1,4x10° bunék pro model
akutniho stresu a kultivace trvala a 72 hodin. Pro model chronického stresu bylo nasazeno
3,5x10% buné&k a kultivace trvala 11 dni. Po uplynuti doby kultivace byl odebran supernatant.
Pro méfeni hladiny IL-6 byla pouzita specifické protilaitka ELISA BD Pharmingen (BD
Pharmingen, San Diego, MA, USA). Na vzorky byly pouzity 96 jamkové desticky
Immunoplate (SPL Life Sciences). Vzorky byly zpracovany dle protokolu:

1) Nanést 50 pl primarni protilatky (nafedéné v koutovacim roztoku na pozadovanou
koncentraci), inkubace ptes noc v chladu

2) 3x promyt pomoci PBS/Tween

3) Nanést 200 pl blokovaciho roztoku - inkubace 2-5 hodin pfi pokojové teploté

4) 4x promyt pomoci PBS/Tween

5) Nanést 100 pl vzorkt, standartti a blanku — inkubace pies noc pii pokojové teploté

6) 6x promyt pomoci PBS/Tween

7) Nanést 100 pl sekundarni protilatky (nafedéné v blokovacim roztoku na
pozadovanou koncentraci) — inkubace 1 hodinu

8) 6x promyt pomoci PBS/Tween

9) Ptidat roztoku blokovaciho roztoku s peroxiddzou (roztok ptipraven pfidanim 25 pl

peroxidazy do 10,5 ml blokovaciho roztoku) — inkubace 1 hodinu
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10) 8x promyt pomoci PBS/Tween

11) Pridat 100 pl roztoku substratu s H>O; (pfipraven ptidanim 13 pl H>O2 do 10,5 ml

substratu)

Mg¢fteni koncentrace probihalo pomoci spektrofotometru OpsyssMR pii métici vinové délce

405 nm a referen¢ni vlnové délce 630 nm.

Produkce IL-2 byla méfena ze splenocytt kultivovanych spolecné s MSCs popsané

v kapitole 5.8. Pro méfeni hladin cytokinti IL-2 ze supernatantu byl pouzit kit DuoSet

ELISA Development Systém (R&D Systém, Minneapolis, NY, USA). Na vzorky byly

pouzity 96 jamkové desticky Immunoplate (SPL Life Sciences). ELISA test byl proveden

dle protokolu:

1) Nanést 100 pl primarni protilatky (nafedéné v PBS na pozadovanou koncentraci od
vyrobce) a inkubace ptes noc v pokojové teploté

2) 3x promyt pomoci PBS/Tween

3) Blokovat pomoci 200 pl Reagent diluentu 1 hodinu

4) 3x promyt pomoci PBS/Tween

5) Ptidat 100 pl vzorkd, blanku a standardi - inkubace 2 hodiny

6) 3x promyt pomoci PBS/Tween

7) Ptidat 100 pl sekundérni protilatky (nafedéné v Reagent diluentu na pozadovanou
koncentraci od vyrobce)

8) 3x promyt pomoci PBS/Tween

9) Pridat 100 pl Streptavidin HRP, inkubace 20 minut ve tmé

10) 3x promyt pomoci PBS/Tween

11) Ptidat 100 pl Substratu (reagent A : reagent B 1:1), inkubace 20 minut ve tm¢é

12) Zastavit reakci pfidanim 50 pl 2N kyseliny sirové H2SO4

M¢éfteni koncentrace probihalo pomoci spektrofotometru OpsyssMR pii métici vinové délce

450 nm a referen¢ni vlnové délce 570 nm.
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5.12 PCR

Exprese vybranych genti byla zjistovana z MSCs, které byly kultivovany v

6jamkovych kultiva¢nich destickach (Nunc). MSCs byly nasazeny a ovlivnény podle

schématu (obr.¢. 3 a 4). Pro model akutniho stresu bylo nasazeno 1x10° bunék a kultivace

probihala 72 hodin. Pro model chronického stresu bylo nasazeno 2x10° bunék a kultivace

trvala 11 dni. Po uplynuti kultiva¢ni doby bylo odebrano médium a byla izolovana mRNA

z jednotlivych vzorka podle protokolu:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Pfidat 500 pl TRI reagent® (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA)
Pipetou prenést TRI reagent® s butikami do RNase/DNase-Free mikrozkumavky
Ptidat 2ul Polyacryl Carrier (Molecular Research Center)

Ttepat, nechat stat 5 minut pii pokojové teploté

Ptidat 100 pl chloroformu

Ttepat, nechat stat 2 minuty pii pokojové teploté

Centrifugace v chladu (14000x g, 15 minut)

Odebrat 200 pl horni faze do RNase/DNase-Free mikrozkumavky

Ptidat 250 pl isopropanolu

10) Ttepat, nechat 5 minut stat pii pokojové teploté
11) Centrifugace v chladu (14000x g, 8 minut)

12) Odlit roztok z mikrozkumavky

13) Pridat 180 pl 70% ethanolu

14) Centrifugace na centrifuze MiniSpin (10000x g, 1 minuta)

15) Odsat ethanol a vzorky nechat vyschnout od zbytkti ethanolu v ohtivaci tiepacce 5

minut pii 37 °C

16) Po vysusSeni pfidat 20 pl RNase-free H2O

17) Nechat rozpustit peletu v H>O a promichat

RNA byla uchovavéna v - 80 °C a jeji Cistota a koncentrace byla zjiSténa pomoci

spektrofotometru Nanodrop. Cistota RNA byla zjisfovana i vizuilné pomoci gelové

elektroforézy na 1% agar6zovém gelu s ethidiumbromidem. RNA byla dale piepsana do

DNA pomoci reverzni transkripce.

39



Reverzni transkripce byla provedena kitem SuperScript III RT (Invitrogen, Praha,
Ceska republika) dle protokolu od vyrobce:

1) Na 1 pg RNA pfidat 1 pl deoxynukleotidi (Invitech) a 1 pl ndhodnych hexamera
(Promega)

2) Inkubace v ohfivaci tfepacce 5 minut pii 65 °C

3) Pienést na led

4) Ptidat 1 pl SuperScript III RT, 4 p 5x First Strand buffer, 1 ul 0,1 M DTT a 1 pl
RNas inhibitoru

5) Vzorky vlozit do thermocycleru s nastavenym programem — 25 °C 5 minut, 50 °C 60

minut, 75 °C 15 minut)

Ziskana cDNA byla ulozena do -20 °C a déle pouzita pro PCR. Pro metodu PCR byly
pouzity specifické forward a reverse primery a PPP Master Mix (Top-Bio, s.r.0. Vestec,
Ceska republika). Do mikrozkumavky bylo k 1,5 pl vzorku DNA pfiddno 4,5 ul
autoklavované vody, 6 pl PPP Master Mix a po 1 pl obou primerd. Poté byla
mikrozkumavka vlozena do thermocycleru s nastavenym programem — 95 °C 2 minuty,
94 °C 20 sekund, 60 °C 20 sekund, 72 °C 20 sekund. Tento program se opakoval v po¢tu
cyklt dle zvoleného genu. Poté nasledovalo v thermocycleru dalSich 10 minut pti 72 °C.
Po dokonc¢eni PCR byly vzorky okamzité¢ zchlazeny. Genova exprese byla zjiStovana
vizualn€ pomoci gelové elektroforézy na 2% agar6zovém gelu, do kterého byl pfimichan

ethidiumbromid.

5.13  WST test

WST test, pomoci kterého se méti aktivita dehydrogenéz, byl pouzit na MSCs, které
byly kultivované ve 200 pl v 96jamkové desti¢ce. Ve 48hodinové kultivaci byly MSCs
nasazeny v poc¢tu 6000 bun¢k a ovlivnény NE, CO ¢i jejich kombinaci. V ptipad¢ chronické
kultivace byly MSCs nasazeny v poc¢tu 2000 bun¢k a kazdy den po dobu 7 dni k nim byl
pfidavan NE, CO a jejich kombinace. Buniky byly kultivovany v inkubatoru s CO2 pti 37°C.
Po uplynuti kultivacni doby byl ptiddn WST-1 reagent (Sigma) v koncentraci 1:10 a vzorky
byly inkubovany hodinu v inkubétoru s CO» pii 37°C. Po inkubaci byly vzorky méfeny
pomoci spektrofotometru OpsyssMR pii métici vinové délce 450 nm a referencni vinové

délce 630 nm.
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5.14 Mikroskopie MSCs

Na dno 24 jamkové desticky bylo vlozeno sterilni mikroskopické kryci sklicko. Déle byly
do jamky ptiddany MSCs v poétu 1x10* bunék. Buiiky byly ponechany v 700 ul 10% DMEM.
Po dosazeni konfluence byl k bunkdm piidan NE ¢i CO a po uplynuti 3 hodin byly buiiky
oplachnuty PBS. Nasledné byly fixovany 40 minut 4% roztokem paraformaldehydu. Po
fixaci byly bunky oplachnuty PBS a poté 3x po 10 minutach ponechdny v 0,2% roztoku
Triton X-100 (Sigma) v PBS. Poté nésledovalo barveni pomoci phalloidinu (konjugovan

s Alexa Fluor 568, Molecular probes™, Eugene, OR, USA). Buiiky byly barveny 60 minut

ve tmé pii pokojové teploté roztokem phalloidinu (1:200 v 0,2% roztoku Triton X-100
v PBS). Poté byly bunky 2x oplachnuty PBS. Kryci skli¢ko bylo vyjmuto a polozeno vrchni
stranou na podlozni sklicko, kde byla umisténa kapka Mowiolu (Calbiochem, Billerica, MA,
USA) sDAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole, Vectashield, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Poté byly buiky mikroskopovany pod fluorescencnim

mikroskopem Leica DmiS8.

5.15 Diferenciace MSCs

Diferenciace adipocytli byla provddéna po dobu 7 dnl na kultivovanych MSCs za
standardnich kultivaénich podminek. MSCs byly nasazeny v poétu 2x10* bungk na Petriho
misky se sklenénym dnem (Invitro Scientific, Melbourne, Australia), které jsou uréené pro
mikroskopovani. Ve chvili, kdy se doséhlo konfluetni vrstvy bunék, bylo kultivaéni médium
vyménéno za diferenciacni. Na piipravu diferencia¢niho média bylo pouzito: 10ml 10%
DMEM, 10 pl inzulinu (10 mg/ml, Sigma), 100 pl indomethacinu (1 M, Sigma), 1 ul DEX
(1 mM, Sigma) a 10 pl 3-izobutyl-1-methylxanthinu (0,5 M, Sigma). Diferencia¢ni médium
bylo ménéno kazdé 2-3 dny. Spolecné€ s vymeénou diferencia¢niho média byly k buitkdm
pfidavan NE ¢i CO. Po uplynuti doby potiebné k diferenciaci adipocyti se objevily tukové
kapénky. Médium bylo odebréno a bunky byly fixovany 4% paraformaldehydem po dobu
40 minut. Nasledné byl paraformaldehyd oplachnut PBS a destilované¢ vody. Poté byly
buiiky barveny pomoci Oil Red O (Sigma) po dobu 50 minut. Barvici roztok byl pfipraven
pfidanim 0,5 g Oil Red O do 100 ml isopropanolu a nasledné byl roztok isopropanolu
nafedén v poméru 3:2 s destilovanou vodou. Po uplynuti doby barveni bylo pfebytecné
barvivo oplachnuto destilovanou vodou a buiky byly mikroskopovany pod svételnym

mikroskopem Leica DmiS8.
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Diferenciace osteocytli a chondrocyti byla provadéna po dobu 14 dni MSCs na
kultivovanych za standardnich podminek. MSCs byly nasazeny na Petriho misky se
sklenénym dnem (Invitro Scientific) a po dosazeni konfluetni vrstvy bun¢k bylo kultivaéni
médium vyménéno za diferenciatni. Médium pro diferenciaci do osteocytli a chondrocyta
bylo ptipraveno podle protokolu poskytnutého od vyrobce v kitu StemPro differentiation kit
(GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) pro dany bunéény typ. Diferenciacni médium bylo
ménéno kazdé 2-3 dny. Spolecné s vyménou diferenciacniho média byly k bunikam ptidavan
NE (10 nM) ¢i CO (0,3 nM). Po uplynuti doby potiebné pro diferenciaci bylo odebrano
médium a bunky byly oplachnuty PBS a nasledné¢ fixovany 20 minut 4% roztokem
paraformaldehydu. Poté byl paraformaldehyd oplachnut pomoci deionizované vody a bylo
pfidano pfislusné barvivo. Chondrocyty byly barveny pomoci Alcian Blue (Sigma, B8438,
1 % in 3 % acetic acid) po dobu 30 minut. Pfebyte¢né barvivo bylo po uplynuti doby barveni
odstranéno pomoci 1 nM HCI (hydrochlorid acid, kyselina chlorovodikovd) a deionizované
vody. Nasledné byly buiikky mikroskopovany pod svételnym mikroskopem Leica Dmis8.
Osteocyty byly barveny Alizarin Red S (Sigma) po dobu 3 minut. Poté bylo pfebytecné
barvivo oplachnuto deionizovanou vodou a buiiky byly mikroskopovany pod svételnym

mikroskopem Leica DmiS8.

5.16 Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena programem GraphPad Prism 8, ktery zpracoval
data pomoci testu ANOVA (Analysis of variance, analyza rozptylu). Hodnoty odchylky *p<
0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001 byly povaZovany za signifikantni.
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6. Vysledky

Nejdiive jsem urcila, jestli stresové faktory ovliviiuji samotné MSCs a jejich vlastnosti.
Konkrétné jejich piezivani, morfologii, fenotyp, diferenciacni schopnosti a metabolickou

aktivitu.

6.1 Morfologie MSCs

Ptidanim stresovych faktortit NE ¢i CO k MSCs do kultivacniho média nevedlo ke zméné

morfologické struktury bun€k (obr. 6).

MSCs + NE MSCs +CO

Obrazek 6. Fluorescencni mikroskopie MSCs. Cytoskelet bunék je barven pomoci phalloidinu a jadra pomoct
DAPI. Zvetseno 100x. MSCs — kontrola, nestimulované MSCs, MSCs + NE — MSCs stimulované
noradrenalinem, MSCs + CO — MSCs stimulované kortikosteronem.
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6.2 Fenotyp MSCs

Jednim kritériem, které definuje MSCs, je exprese znakid CD105, CD73, CD44 a CD90 a
zaroven absence znakl hematopoetickych bun¢k - CD45, CD31, CD34 ¢i CD11b. Pomoci

pratokové cytometrie byla ur€ovana pritomnost i absence téchto znakii.

Bylo prokazano, ze ani chronické stimulace MSCs pomoci NE ¢i CO nebyla exprese

téchto znakt ovlivnéna (obr. 7 a 8).

44



NE

co

Obrdzek 7. Pozitivni markery MSCs. Pritomnost markerii CD44, CD90.2, CD73. Oranzovd zndzoriuje
expresi sledovaného znaku, modra zndazornuje negativni kontrolu.
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Obrdazek 8. Negativni markery MSCs. Absence markerii CD11b, CD31, CD45. Oranzova zndzornuje expresi
sledovaného znaku, modrd zndzornuje negativni kontrolu. K- nestimulované MSCs, NE- MSCs stimulované




6.3 Diferenciace MSCs

Dal§im kritériem, které definuje MSCs, je schopnost bun¢k se diferenciovat se do tii
bunéénych typl - adipocytl, chondrocytii a osteocyti. Byla prokazéna schopnost
diferenciace MSCs do téchto tii bunécnych typti. Pfidanim NE ¢i CO do diferenciacnich
medii nebyla ovlivnéna jejich schopnost diferenciace (obr. 9).
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Obrdzek 9. Diferenciace MSCs. Bunky diferenciované v adipocyty, osteocyty a chondrocyty. Adipocyty
barveny Red Oil O, osteocyty barveny Alizarin Red S a chondrocyty barveny Alcian Blue. Zvétseno 200x.
MSCs+NE — MSCs stimulované noradrenalinem, MSCs+CO — MSCs stimulované kortikosteronem, MSCs —
nestimulované MSCs.
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6.4 Prezivani MSCs

Pomoci priitokové cytometrie bylo zjistovano pieziti MSCs, které byly kultivovany s NE a
CO. Pocet bun¢k i procentudlni zastoupeni zivych, apoptotickych a mrtvych bunck se

vyrazn¢ nelisilo u kontrolnich a stimulovanych MSCs (obr. 10).

MSCs MSCs + NE MSCs + CO
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Obrdzek 10, Reprezentativni dotploty pieZivani MSCs. Procentudlni zastoupeni apoptotickych bunék. MSCs
— nestimulované MSCs, MSCs+NE — MSCs stimulované noradrenalinem, MSCs+CO — MSCs stimulované
kortikosteronem.

6.5 Metabolicka aktivita MSCs

Dale jsem zjistovala pomoci WST testu, jestli kultivace s NE a CO ¢i jejich kombinace
ovlivni metabolickou aktivitu MSCs. Buiiky byly kratkodobé¢ kultivovany po dobu 48 hodin
a pouze jednou k nim byly ptidany stresové faktory. V ptipad€ chronické kultivace byly
bunky kultivovany 1 tyden a kazdy den k nim byly pfidany stresové faktory. Kultivace
MSCs v ptitomnosti kombinace stresovych faktori potlacila metabolickou aktivitu pfi

kratkodobé 1 chronickeé kultivaci (obr. 11).

47



48h 1t

1.5 1.5

1.0 T 1.0- T

oD
oD

0.5 0.5

0.0 T 0.0 T
2 e@ 00 00 P
D (¢
Q ee‘ @o-’

Obrazek 11. Metabolicka aktivita MSCs. Méreno z 5 nezavislych pokusii. MSCs — nestimulované MSCs, NE —
bunky stimulované noradrenalinem, CO — bunky stimulované kortikosteronem, NE+CO - burnky stimulované
noradrenalinem a kortikosteronem. *p< 0,05, **p < 0,01. Méreno pomoci spektrofotometru - OD (opticka
denzita).

6.6 Vliv zanétlivych faktori na MSCs

Pokud se MSCs dostanou do zanétlivého prostiedi, tak jsou aktivovany a za¢nou produkovat
ruzné faktory, kterymi moduluji buiiky imunitniho systému. Proto byl v dalsi fazi studia
zjiStovan vliv zanétlivych cytokinli TNFa a IL-1B na MSCs. Konkrétné byla studovéana
produkce NO a IL-6, pomoci kterych MSCs moduluji imunitni buniky. Bunky byly
kultivované v ptitomnosti NE, CO ¢i kombinaci NE s CO a poté byly stimulované

zanétlivymi cytokiny TNFa a IL-1P dle schémat na obr. 3 a 4.

6.6.1 Produkce NO

Pomoci Griessovy reakce byla stanovena produkce NO. Produkce NO byla detekovana
pouze v pritomnosti prozanétlivych cytokini TNFa a IL-1f. V ptipad¢ chronické kultivace
byla produkce NO snizena v pfitomnosti obou stresovych faktorti i jejich kombinace.
Kultivace v pfitomnosti kombinace stresovych faktort snizila produkci NO ve vSech

skupinach (obr. 12).
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Obrazek 12. Produkce oxidu dusnatého. Stanoveno pomoci Griessovy reakce z 5 nezavislych pokusii. K -
MSCs nestimulované, NE — MSCs stimulované noradrenalinem, CO — buriky stimulované kortikosteronem,
NE+CO - MSCs stimulované noradrenalinem a kortikosteronem. TNFo+ IL-18 — stimulace zanéetlivymi
cytokiny. **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 predstavuje statistickou odchylku viic¢i K stimulované
TNFa+ IL-1B.

6.6.2 Produkce IL-6

Pomoci ELISA testu byla méfena produkce IL-6 MSCs. Ptitomnost CO v kultufe snizovala
produkci IL-6 ve vSech sledovanych skupinach. Dale bylo pozorovano, Zze u chronické
kultivace MSCs v pfitomnosti kombinace stresovych faktori byla produkce IL-6 také
snizena. AvSak u MSCs ovlivnénych pouze NE nebyla produkce IL-6 snizena (obr. 13A).
Pokud byly k MSCs dale ptfidany zanétlivé cytokiny TNFa a IL-1p, tak se produkce IL-6
zvysila a byla v ramci jednotlivych skupin stejnd s vyjimkou chronické kultivace MSCs

s CO, kde byla tato produkce snizena (obr. 13B).
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Obrazek 13. Produkce IL-6. Mereno pomoci ELISA testu z 5 nezavislych pokusii.. A — produkce IL-6 bez
zanétlivych faktori, B — produkce IL-6 pri stimulaci zanétlivymi faktory. K — MSCs nestimulované stresovymi
faktory, NE — MSCs stimulované noradrenalinem, CO — MSCs stimulované kortikosteronem, NE+CO - MSCs

stimulované noradrenalinem a kortikosteronem. TNFa+ IL-1p — stimulace zanétlivymi cytokiny. *p < 0,05,
**p <0,01, ****p <0,0001 predstavuje statistickou odchylku viici K.
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6.6.3 PCR

Déle byla zjistovana genova exprese mRNA gent relevantnich pro imunomodulaéni
vlastnosti MSCs. Po stimulaci MSCs zanétlivymi cytokiny byla indukovana exprese genu
inducibilni NO syntdzy (iNOS, inducible NO synthase) ve vSech tfech skupinach. TNFa a
IL-1B zvySovaly expresi gent cyklooxygenazy 2 (COX2, cyclooxyggenase 2) COX2 a
CCL2 u 3hodinové stimulace MSCs se stresovymi faktory. Stimulace MSCs zanétlivymi
cytokiny a stresovymi faktory neméla vliv na expresi geni pro HGF, VCAM a ICAM ve
vSech skupinach (obr. 14).
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Obrazek 14. Exprese vybranych genii souvisejici s imunomodulacénimi vlastnostmi MSCs. Model akutniho
stresu — OH a 3H a model chronického stresu — CH. NE — stimulace noradrenalinem, CO — stimulace
kortikosteronem, NE+CO — stimulace kombinaci NE a CO, K — kontrola, nestimulované MSCs, + - stimulace
TNFo a IL-15.



6.7 Vliv MSCs na lymfocyty

Dalsi faze studia byla zaméfena na imunomodulacni uc¢inky MSCs na aktivované
splenocyty. Studovala jsem, zda ovlivnéni stresovymi faktory méni imunomodulacni
aktivitu MSCs, kultivovanych NE a CO. Po odmyti stresovych faktorii byly MSCs
kultivovany v ptitomnosti ConA se splenocyty dle schémat na obr. 3 a 4. Kultivace probihala

po dobu 48 hodin ¢i 72 hodin podle sledované¢ho parametru.
6.7.1 Apoptoza lymfocyti

Nejdiive jsem zjistovala, zda ovlivnéni stresovymi faktory moduluje schopnost MSCs
potlacit apoptdézu splenocytd. Kontrolni nestimulované MSCs potlacovaly apoptdzu
lymfocytl. OvSem po kultivaci se stresovymi faktory byla schopnost inhibice apoptozy
v nékterych ptipadech potlacena. Po 3hodinové kultivaci s CO ¢i kombinaci NE a CO bylo
dokonce detekovano zvySené procentudlni zastoupeni CD45" Annexin Vi CD4" Annexin
V* bunék. Naopak 24hodinova kultivace s CO ¢&i kombinaci NE a CO podpofila schopnost
inhibice apoptozy (obr. 15).
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Obrazek 15. Procentudlni zastoupeni Annexin V* bunék. Méreno pomoci priitokové cytometrie z 5
nezavislych pokusii. spl —splenocyty, spl+MSCs - splenocyty + MSCs, NE — stimulace MSCs noradrenalinem,
CO - stimulace MSCs kortikosteronem, NE+CO — stimulace MSCs noradrenalinem a kortikosteronem. *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,01 predstavuje statistickou odchylku viici spl+MSCs.
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V naSich experimentech jsme pii méfeni porovnavali procentudlni zastoupeni a
absolutni poc¢et bunék exprimujici dany znak. Miizeme vidét, ze trend grafli s procentualnim
zastoupenim (obr. 15) a absolutnim po¢tem bunék (obr. 16) se shoduje, a proto budou déle

prezentovany grafy zobrazujici procentudlni zastoupeni bunék.
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Obrazek 16. Absolutni poéet Annexin V* bunék. Méieno pomoci priitokové cytometrie z 5 nezavislych pokusii.
spl - splenocyty, samotné splenocyty, spl+MSCs - splenocyty + MSCs, NE — stimulace MSCs noradrenalinem,
CO — stimulace MSCs kortikosteronem, NE+CO — stimulace MSCs noradrenalinem a kortikosteronem. *p <
0,05, **p < 0,01 predstavuje statistickou odchylku viici spl+MSCs.

6.7.2 Vliv na zastoupeni populaci lymfocyti

Ovlivnéné MSCs byly kultivovany se splenocyty 48 hodin. Poté byla méfena exprese znakl
spojenych s aktivaci a fenotypem splenocytli pomoci prutokové cytometrie. MiZzeme vidét,
ze po kultivaci s nestimulovanymi MSCs doslo k signifikantnimu poklesu procenta CD45*
bunék a CD4" T lymfocyth a byl pozorovan pokles CD8" T lymfocytd. U chronické
kultivace MSCs ovlivnénych kombinaci stresovymi faktory byl pozorovan signifikantni

nartst CD4"a CD8" T lymfocytl oproti kultivaci kontrolnich MSCs se splenocyty (obr. 17).
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Obrdazek 17. Zmény v procentudlnim zastoupeni lymfocytii. Méreno pomoci pritokové cytometrie z 5
nezavislych pokusi. spl - splenocyty, spl+MSCs - splenocyty + MSCs, NE — stimulace MSCs noradrenalinem,
CO - stimulace MSCs kortikosteronem, NE+CO — stimulace MSCs noradrenalinem a kortikosteronem. *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 predstavuje statistickou odchylku viici spl+MSCs.
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6.7.3 Aktivace lymfocytu

Pomoci pritokové cytometrie byla dile méfena aktivace T lymfocyti po 48 hodinach
kultivace. Pozorovanym znakem byl aktivacni marker CD69. Mluzeme vidét, ze kultivace
s kontrolnimi nestimulovanymi MSCs neovlivituje expresi tohoto znaku. Byl pozorovany
nesignifikantni pokles CD45" CD69" bunék, CD4" CD69" a CD8" CD69" T-lymfocytd u
3hodinové kultivace MSCs se stresovymi faktory (obr. 18).
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Obrazek 18. Aktivace lymfocytii. Mereno pomoci pritokové cytometrie z 5 nezavislych pokusu. spl -
splenocyty, spl+MSCs - splenocyty,+MSCs, NE — stimulace MSCs noradrenalinem, CO — stimulace MSCs
kortikosteronem, NE+CO — stimulace MSCs noradrenalinem a kortikosteronem.
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6.7.4 Proliferace lymfocyti

Dalsim sledovanym parametrem byla proliferace lymfocytt, kterd byla méfena po 72
hodinach kultivace s ovlivnénymi nebo neovlivnénymi MSCs. Pozorovanym znakem byl
marker proliferace Ki67. Po kultivaci s nestimulovanymi MSCs byla snizena exprese Ki67
u vsech sledovanych populaci. Stresové faktory tuto schopnost MSCs nijak vyrazné

neovlivnily (obr. 19).
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Obrazek 19. Proliferace lymfocytii. Méreno pomoci priitokové cytometrie. spl - splenocyty z 5 nezavislych
pokusit. spl+MSCs - splenocyty + MSCs, NE — stimulace MSCs noradrenalinem, CO — stimulace MSCs
kortikosteronem, NE+CO — stimulace MSCs noradrenalinem a kortikosteronem. *p < 0,05, **p < 0,01
predstavuje statistickou odchylku viici spl+MSCs.
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6.7.5 Populace Treg bunék

Sledovanou populaci byly také Treg buniky, které se podili na periferni toleranci, definované
jako CD4" FoxP3". Po 3hodinové a chronické kultivaci MSCs s NE ¢i kombinaci NE a CO
doslo u splenocyti k nesignifikantnimu zvySeni CD4" FoxP3" T lymfocyti (obr. 20).
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Obrazek 20. Procentudlni zastoupeni Treg bunék. Meéreno pomoci pritokové cytometrie z 5 nezavislych
pokusui. spl - splenocyty, spl+MSCs - splenocyty + MSCs, NE — stimulace MSCs noradrenalinem, CO —
stimulace MSCs kortikosteronem, NE+CO — stimulace MSCs noradrenalinem a kortikosteronem.
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6.7.6 Populace Th17 bunék

Sledované byly také zmény v procentudlnim zastoupeni Th17 bunék. Po kultivaci
s kontrolnimi nestimulovanymi MSCs doslo k signifikantnimu poklesu CD4" RORyt™ T
lymfocytt. Piitomnost stresovych faktorti neméla vliv schopnost MSCs snizit procentualni

zastoupeni CD4" RORyt" T lymfocytt (obr. 21).
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Obrdzek 21. Procentudlni zastoupeni CD4* RORyt" T lymfocytii. Méreno pomoci priitokové cytometrie z 5
nezavislych pokusi. spl - splenocyty, spl+MSCs- splenocyty + MSCs, NE — stimulace MSCs noradrenalinem,
CO — stimulace MSCs kortikosteronem, NE+CO — stimulace MSCs noradrenalinem a kortikosteronem. *p <
0,05, predstavuje statistickou odchylku viici spl+MSCs.
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6.7.7 ELISA test

Prostiednictvim ELISA testu byla zméfena IL-2 produkovaného splenocyty po kultivaci
s MSCs. Neovlivnéné MSCs nezménily hladinu IL-2 v supernatantu. Vyznamné vsak byla

hladina snizena po 3hodinové kultivaci MSCs se stresovymi faktory (obr. 22).
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Obrazek 22. Produkce IL-2 splenocyty. Mereno pomoci ELISA testu z 5 nezavislych pokusii. spl - splenocyty,
spl+MSCs - splenocyty + MSCs, NE — stimulace MSCs noradrenalinem, CO — stimulace MSCs

kortikosteronem, NE+CO — stimulace MSCs noradrenalinem a kortikosteronem. *p <0,05, **p < 0,01 ***p <
0,001 predstavuje statistickou odchylku viici spl+MSCs.
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7. Diskuse

Vzhledem ke svym vlastnostem a funkcim jsou MSCs studovany v mnoha klinickych
studiich jako mozna podpora 1é¢by fady onemocnéni. V prabéhu 1écby jsou pacienti 1éCeni
v jiném prostiedi, nez je jejich domov. Déle chronicky pribéh nemoci nema dobry vliv na
jejich celkovou psychiku. Pacienti jsou tak ve stresové situaci. Akutni stres organismus
nabudi a ma pozitivni vliv, a naopak chronicky stres organismus vycCerpava a puisobi
negativné také na regeneraci tkéni a imunitni systém. Pravé MSCs se podileji na regeneraci
a modulaci funkci bun€k imunitniho systému. Avsak vliv stresu na MSCs neni zcela popsan
a existuje jen nékolik studii, které se zabyvaly predevs§im zménou diferenciacnich vlastnosti
MSCs. Proto cilem této diplomové prace bylo ovétit efekt stresovych faktord NE a CO na
vlastnosti a funkce MSCs.

Vybrali jsme NE a CO jako stresové faktory nebo-li mediatory stresu. MSCs byly
kultivovany s NE a CO ve fyziologickych koncentracich, které jsou zvysSené v pribchu
stresu. Morfologicka struktura MSCs po kultivaci s NE ¢i CO nebyla zménéna. Nejprve jsem
sledovala vliv NE a CO na fenotyp MSCs. Jednim z kritérii pro definovani MSCs je
pritomnost ¢i absence povrchovych markert. Po tydenni kultivaci se stresovymi faktory byla
na povrchu MSCs prokazana ptitomnost znaki CD73, CD44 a CD90.2 typické pro MSCs.
Zaroven byla prokazana absence znakii hematopoetickych bun¢k CD45, CD11b a CD31.
Dalsim kritériem je schopnost diferenciace v adipocyty, chondrocyty a osteocyty.
Ptitomnost té€chto bunécnych typi byla ovéfena ptisluSnym barvenim a nebyla pozorovana
zadnéa zména v diferenciaci bun¢k po dlouhodobé¢ kultivaci. Pouzivané buiiky byly ve shodé
s minimalnimi kritérii definujici MSCs (Dominici ef al., 2006). Existuji studie, které uvadi
inhibici diferenciace v adipocyty (Li et al., 2010b), osteocyty (Chen and Wang, 2017) a
chondrocyty (Jenei-Lanzl et al., 2014) pomoci katecholaminti ¢i agonisti AR. AvSak v mych
experimentech nebyl pozorovan efekt NE na diferencia¢ni schopnost MSCs. U kultivace s
CO taktéZz nebyla prokazéna zvySend ¢i snizend schopnost diferenciace v osteocyty, jak
uvadi dvé studie, kde se pouzil GCs s odlisnymi koncentracemi (Zhou et al., 2014; Bian et
al.,2015). V dalsi studii bylo ukazano, ze GCs podporuji diferenciaci adipocytt (Yin, Li and
Wang, 2006), ale tento vliv na MSCs po kultivaci s CO také nebyl prokadzan. V mé praci
nebyly pozorovany zadné zmény v diferenciaci MSCs. Dlivodem miize byt odlisna
metodika, doba kultivace, pouziti odliSnych stresovych faktorti ¢i jejich koncentrace. DalSim

divodem mtize byt fakt, Ze v ostatnich studiich byly pouzivany syntetické GCs, které jsou
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vice potentni ke GR nez GCs pfirozen¢ se vyskytujici v organismu. V moji praci nebyla
diferenciace srovnavéana kvantitativné vzhledem k tomu, Ze tyto zmény nebyly primarnim
cilem této diplomové prace, proto je mozné, ze nc¢které zmény v markerech diferenciace

nebyly detekovany.

Poté bylo ovéteno, jestli neni ovlivnéna vitalita MSCs pfi tydenni kultivaci, kdy byly
k bunkam piidavan NE ¢i CO. Byla méfena apoptéza MSCs, ktera se po kultivaci se
stresovymi faktory procentudlné vyrazné neliSila od kontrolnich MSCs. Podle jinych studii
mohou mit GCs nebo stimulace GR antiapoptoticky ucinek. Song et al. zjistili, ze DEX
snizuje apoptézu MSCs indukovanou velkou konfluenci bun¢k (Song, Caplan and Dennis,
2009). Nedavno bylo také ukazano, ze stimulace MR na MSCs zlepSuje piezivani bun¢k a
jejich terapeuticky potencial (Xie ef al., 2019). Tento efekt jsem nepozorovala po pouZiti
CO. Dale bylo tteba zjistit, zda jsou MSCs metabolicky aktivni po 48hodinové a tydenni
kultivaci s NE, CO ¢i jejich kombinaci. Kultivace MSCs v pfitomnosti kombinace
stresovych faktordt NE a CO sniZila metabolickou aktivitu pfi kratkodobé i1 chronické
byly vystaveny vétSimu stresovému prostiedi. Interakce signalizace katecholaminl a
glukokortikoidi neni dosud zcela objasnéna. Schmidt et al. ukazali, ze stimulace bun¢k
hipokampu pomoci NE zesiluje GR transaktivaci prostfednictvim B2 AR. Tento efekt je
nejspiSe zpusoben aktivaci fosfatidylinositol-3-kinaza (PI3K, phosphatidylinositol-3-
kinase) a doprovazela ho zvySend vazba GR na element reagujici GCs. NE tak

pravdépodobné zvysil efekt GCs v buiikach (Schmidt, Holsboer and Spengler, 2001).

MSCs se v zanétlivém prostiedi aktivuji a za¢nou produkovat molekuly, pomoci
kterych moduluji buniky imunitniho systému. Proto jsem se v dalsi fazi studie zabyvala
vlivem zanétlivych cytokind na funkci MSCs kultivovanych se stresovymi faktory. Mysi
v imunosupresivnim pusobeni MSCs (Sato et al., 2007). NO bylo detekovano pouze
v ptitomnosti zanétlivych cytokini, coz bylo v souladu s jinymi studiemi (Ren et al., 2008).
Pti chronické kultivaci byla produkce NO snizena NE a pomoci CO dokonce potlacena.
V ptitomnosti obou faktorti byla produkce ve vSech casech také snizena. Je vidét, Ze
chronické stresové prostfedi inhibuje produkci NO MSCs. V piipadé kultivace MSCs s
obéma stresovymi faktory byly bunky pravdépodobné opét vystavené vétSimu stresovému

prostfedi a mohlo dojit k zesileni transaktivace GR prostfednictvim NE.
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DalSim sledovanym vyznamnym imunomodula¢nim cytokinem MSCs byl IL-6.
Pomoci IL-6 reguluji MSCs polarizaci v Th17 a Treg lymfocyty (Svobodova et al., 2012).
Ptitomnost CO v kultufe potlacila produkci IL-6 i pfes stimulacni ucinek zanétlivych
cytokint. Tento efekt je v souladu s jinymi studiemi. Liao ef al. pouzili CO ve fyziologické
koncentraci, kterd je pfitomna za stresu. CO snizil u Kupfferovych bun¢k produkci IL-6
indukovanou LPS (Liao et al., 1995). Stejny efekt byl pozorovan za pouziti hydrokortizonu,
ktery snizil produkci IL-6 MSCs i ptes stimula¢ni G¢inek IL-1B (Liu and Hwang, 2005).
V piipadé potlaceni IL-6 po chronické kultivaci s obéma stresovymi faktory hral dalezitou
roli spise CO, ktery jako samotny ma velky supresivni u¢inek na produkci IL-6 a NE mohl

jeho ucinek podpofit.

Dale byl ovétena exprese mRNA vybranych gentll souvisejicich s imunomodulacnimi
vlastnostmi MSCs. MSCs dokaZzou atrahovat buiiky imunitniho systému napiiklad pomoci
chemokinu CCL2, ktery ptisobi jako chemoatraktant monocytd. Poté na bunky pisobi
prostfednictvim faktorti jako jsou naptiklad NO a PGE2. Tvorbu PGE2 katalyzuje COX2 a
tvorbu NO po aktivaci iNOS. Bylo zji§téno, Ze pti 3hodinové kultivaci se stresovymi faktory
je exprese COX2 a CCL2 zvysena v pfitomnosti zanétlivych cytokind, coz je v souladu
s dal§imi studiemi (Yu et al., 2014; Samad et al., 2001). CCL2 spole¢n¢ s CXCR12 zvySuje
expresi IL-10 u makrofagh atrahovanych pravé CCL2 (Giri et al., 2020). 3hodinova
kultivace se stresovymi faktory tedy neméla vliv na produkci PGE2 a polarizaci makrofagt
v M2 regulaéni fenotyp. Exprese iNOS byla zvySena po stimulaci zanétlivymi cytokiny.
Stresové faktory tedy nemély vliv na expresi iNOS. AvSak pomoci Griessovy reakce byly
zmény pozorovany. Existuji 3 izoformy NOS, neuronalni NOS, endotelidlni NOS a iNOS,
které se vyskytuji 1 u MSCs (Salvolini et al., 2010). Je tedy mozné, Ze stresové faktory
neovliviiuji expresi iNOS, ale mohly by snizovat expresi zbyvajicich dvou NOS. Avsak
prave exprese iNOS je zavisla na pfitomnosti prozanétlivych cytokint, které byly pouzity, a
je nejvétsim producentem NO. Je mozné, Ze ovlivnénim stresovymi faktory pravdépodobné
dochdzi k postranskripénim modifikacim. Obdobny efekt byl totiz pozorovan u produkce
NO lidskymi hepatocyty, kde miRNA-939 snizila produkci NO, kterd byla meéfena
Griessovou reakci. Dale pomoci Western blotu bylo zjisténo, Ze miRNA-939 snizila expresi
proteinu lidského iNOS, ovSem neméla vliv na expresi mRNA lidské iNOS. Za pouziti

mutagenezni analyzy zjistili, Ze pro translacni represi je nutnd vazba miRNA-939 do dvou
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mist nepfekladané oblasti 3'UTR (+99 a +112) iNOS. Za pouziti inhibitoru miRNA-939
nebyla potlacena exprese proteinu ani mRNA iNOS (Guo et al., 2012).

Na buiiky imunitniho systému ptisobi MSCs také pomoci povrchovych molekul jako
jsou ICAM a VCAM, diky kterym MSCs piimo interaguji s buiikami imunitniho systému
(Ren et al., 2010) nebo se podileji na migraci MSCs do mista poskozeni (Li ef al., 2019).
Zmény v expresi VCAM a ICAM jsem nepozorovala jak v piitomnosti zanétlivych cytokint,
tak stresovych faktori. Po zanétu se MSCs podileji na regeneraci tkani naptiklad

prostiednictvim HGF. Nepozorovala jsem vliv stresovych faktord na expresi HGF.

Po ovéteni vlivu NE a CO na samotné MSCs bylo dale studovano, zda tyto stresové
faktory ovliviiuji imunomodula¢ni aktivitu MSCs. Pro zjisténi této hypotézy jsem
kultivovala aktivované splenocyty s ovlivnénymi nebo kontrolnimi MSCs. Nejdiive jsem
zjiStovala, jestli stresové faktory maji vliv na schopnost MSCs potlacit apoptdozu
aktivovanych splenocytli. Kontrolni MSCs tuto schopnost prokazaly, coz je v souladu
s jinymi studiemi. MSCs v kultute s T-lymfocyty potlacuji expresi Fas receptoru a Fas
ligandu na T-lymfocytech, které se podili na indukci apoptdzy (Benvenuto et al., 2007).
MSCs inhibuji apoptézu a podporuji prezivani i u jinych typd bunck jako jsou rendlni
tubuldrni buniky a tim ochrénit potkany pfed akutnim poskozenim ledvin (Qi and Wu, 2013).
Avsak 3hodinova kultivace se stresovymi faktory tuto protekéni schopnost MSCs potlacila
a prezivani lymfocyta se snizilo. Je zajimavé, ze chronickd kultivace se stresovymi faktory

neméla zadny vliv.

Poté jsem se zaméfila na to, jestli ovlivnéni MSCs pomoci NE a CO ma vliv na
zastoupeni populaci lymfocyti. Nestimulované MSCs sniZily procentualni zastoupeni CD4 "
a CD8" T-lymfocytu, coZ je v souladu s jinymi studiemi (Najar et al., 2010; Li et al., 2014).
Zajimavym pozorovanim byl efekt stresovych faktord v chronické kultivaci s MSCs. Po ni
naopak vzrostlo procentudlni zastoupeni téchto populaci. Jak uz bylo feceno, MSCs jsou
schopny plisobit imunosupresivné napiiklad prostfednictvim produkce NO, kterd v mé praci
byla snizena pravé u chronické kultivace. Zda se, Ze chronické vystaveni MSCs stresovym

faktorim snizilo supresivni t¢inek MSCs na CD4" a CD8" T-lymfocyty.

Kromé¢ zastoupeni jednotlivych populaci lymfocyth jsem ovéfovala aktivaci
lymfocyti méfenim aktivacniho markeru CD69. Ohledné ucinku MSCs na aktivaci

lymfocyti existuji sporné vysledky studii. Jedna uvadi, ze po kultivaci lymfocyti s MSCs
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se zvysila exprese CD69 jiz prvni den (Saldanha-Araujo et al., 2012). Dalsi studie naopak
prokdzala, ze MSCs maji prostfednictvim IDO supresivni vliv na aktivaci lymfocyti a
indukuji jim bunécny stres (Laing et al., 2019). V mé praci jsem zadny vliv nestimulovanych
MSCs nepozorovala, ale byl detekovan nesignifikantni pokles CD45" CD69" bunék, CD4"
CD69" a CD8" CD69" T-lymfocytt, které byly v kultufe s MSCs po 3hodinové kultivaci se
stresovymi faktory. Divodem toho, Ze jsem nepozorovala zadny vliv nestimulovanych
MSCs, mohlo byt jiné pouziti poméru MSCs:splenocyty ¢i jina doba kultivace nez v jinych
studiich. MSCs jsou schopny potlacit proliferaci lymfocyt, proto jsem se dale zaméfila na
méfeni proliferaéniho markeru Ki67 u lymfocytd. Nestimulované MSCs opravdu snizili
procentualni zastoupeni Ki67" lymfocytl. Coz je v souladu s jinymi studiemi, které
prokazaly supresivni u¢inek MSCs (Meisel ef al., 2004; Chinnadurai et al., 2014; Sato et al.,
2007). MSCs po kultivaci se stresovymi piestaly potlacovat proliferaci lymfocyti.
Dutlezitym cytokinem pro aktivaci a proliferaci T-lymfocytt je IL-2. V ptipad¢ produkce IL-
2 jsem pozorovala snizené hladiny u 3hodinové kultivace MSCs se stresovymi faktory, ktera
korelovala s pozorovanym poklesem CD44" CD69" bunék, CD4" CD69" a CD4" CD69" T-

lymfocytl u 3hodinové kultivace MSCs se stresovymi faktory.

Dale jsem sledovala zmé&ny v populaci CD4" FoxP3" a CD4" RORyt" T lymfocyti.
Nestimulované MSCs nemély vliv na CD4" FoxP3" T-lymfocyty. Ale pozorovala jsem
nesignifikantni zvySeni procentualni zastoupeni této populace po kultivaci s MSCs, které
byly po 3hodinovém a chronickém ovlivnéni pomoci NE a kombinaci NE a CO. Je mozné,
Ze po zopakovani vice nezavislych pokusti by mohlo byt toto zvySeni signifikantni. Studie
uvadi, ze MSCs podporuji vyvoj Treg (Ghannam et al., 2010; Svobodova et al., 2012).
V piipadé populace CD4" RORyt" T lymfocyti jsem pozorovala pokles po kultivaci
s nestimulovanymi MSCs, ktery byl v souladu s jinymi studiemi, a stresové faktory nemély

vliv na tuto funkci MSCs (Ghannam ef al., 2010; Luz-Crawford et al., 2019)

Hypotézou mé prace bylo, Ze akutni stres mél podpofit vlastnosti a funkce MSCs a
chronicky stres mél naopak inhibovat. AvSak vysledky v mé praci jsou nejednoznacné.
Akutni model stresu rozhodné nepodporoval funkce MSCs. 3hodinova kultivace inhibovala
¢i neméla vliv na imunosupresivni MSCs. Chronicka kultivace MSCs se stresovymi faktory
také potlatovala imunosupresivni vlastnosti MSCs nebo na tyto vlastnosti neméla zadny
vliv. In vitro model byl navrhnut tak, aby simuloval akutni a chronicky stres. Akutni stres

byl rozdé€len do tfech skupin — OH, 3H a 24H, kdy 3hodinova stimulace méla zachytit okno,
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ve kterém by builky mohly byt vice aktivované. Pro zachyceni okna, kdy by stresové
prostfedi mélo vétsi vliv na MSCs, by se mohla v budoucnu zkusit jak kratsi, tak delsi
kultivace se stresovymi faktory neptesahujici 24 hodin. Je mozné, ze delsi kultivace MSCs
se stresovymi faktory u chronického modelu stresu by prokazala supresivni u€inek na funkce
MSCs. Zajimavé by také mohlo byt sledovani efektu stresovych faktorti na migraci MSCs

v in vivo modelu.
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8. Zavér

e Stresové faktory (NE a CO) nemaji vliv na morfologii, fenotyp, diferenciacni
schopnosti a piezivani MSCs.

e V pfitomnosti kombinace stresovych faktora je snizend metabolickd aktivita MSCs

e V ptitomnosti kombinace stresovych faktort je potlacena produkce NO. Zaroven pii
chronické kultivaci s NE ¢i CO je potlacena produkce NO

e (O potlacuje produkci IL-6

e Chronicka kultivace potlacuje supresivni u¢inek MSCs a zvySuje procentudlni
zastoupeni CD4" a CD8" T-lymfocytl

e Stresové faktory neovliviiuji supresivni u¢inek MSCs na aktivaci a proliferaci
lymfocytt

e Vliv MSCs na CD4" RORyt" T-lymfocyty neni ovlivnén stresovymi faktory

e Akutni stres nepodporuje ¢i nema v naSem modelu vliv na funkce a vlastnosti MSCs

Stresové faktory maji vliv na urcité funkce a vlastnosti MSCs, avsak tento vliv neni zcela
jednoznacny. Na zakladé vysledki v mé diplomové praci je potieba se podrobnéji zamefit

na vztah stresového prostifedi a MSCs.
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