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Abstrakt

Kmenové bunky vyuzivaji riznych mechanismii mezibunééné komunikace
k modulaci imunitni odpovédi. Jednim z mechanismli je mitochondrialni transfer, ktery
indukuje metabolické zmény, podporuje pfezivani a meni fenotyp imunitnich bunék, avSak
malo je zndmo o mechanismech pfenosu mitochondrii do riaznych bunéénych populaci a
osudu mitochondrii v buiice-pfijemci. Tato prace meéla za cil popsat mechanismus a
modulacni psobeni mitochondridlniho transferu. Byly zkoumany faktory, které mizou
pfenos mitochondrii ovliviiovat: tvorba ROS, apoptdza, funkénost mitochondrii. Dale byl
popsan vliv mitochondridlniho transferu na pfezivani imunitnich bunék a mitofagie.
V neposledni fad€¢ se tato prace soustiedila na porovnani schopnosti mezenchymalnich
kmenovych bunék a Sertoliho bun€k prendset mitochondrie. Mezenchymalni kmenové
buiky se ve vétsiné ptipadi ukdzaly jako zdatnéjsi v pirenosu mitochondrii nez Sertoliho
buiky. Byly rovnéz pozorovany velké rozdily v pfitomnosti mitochondrii
z mezenchymadlnich kmenovych bunék nebo Sertoliho bun&k v nami zvolenych populacich
splenocytii. Proto byl podrobnéji zkoumén vliv kyslikovych radikdli na ptenos
mitochondrii, ktery se jednozna¢né nepotvrdil. Je ale potieba vyzdvihnout roli mitofagie,
ktera se, dle ziskanych vysledkt, zda byt dilezita jak pted, tak po pfenosu mitochondrii do

imunitnich bunék.

Klic¢ova slova: mezenchymalni kmenové bunky, Sertoliho buiiky, imunitni buiky,

metabolismus, mitochondrie, autofagie



Abstract

Stem cells use different mechanisms of intercellular communication to modulate an
immune response. Mitochondrial transfer is one of the mechanisms which induce
metabolic changes, support cell survival, and change the phenotype of immune cells.
Nevertheless, little is known about the mechanism used for transfer of mitochondria
between different cell populations and the faith of mitochondria inside the acceptor cell.
This thesis aims to describe the mechanism of transfer and the provided modulation.
Factors that could affect mitochondrial transfer including reactive oxygen species
production, apoptosis and mitochondria function were analyzed. And the impact of
mitochondrial transfer on cell survival and mitophagy was described. The next aim was to
compare the ability of mesenchymal stem cells (MSC) and Sertoli cells (SC) to transfer
mitochondria, with MSC being more productive in the transfer of mitochondria than SC.
Significant differences in the presence of mitochondria from donor MSC or SC in
individual populations of immune cells were also detected. To explain these findings, the
impact of reactive oxygen species on the transfer of mitochondria was analyzed in detail,
although it wasn’t confirmed. However, it needs to be highlighted that mitophagy plays an

important role before and after mitochondrial transfer according to results obtained.

Keywords: mesenchymal stem cells, Sertoli cells, immune cells, metabolism,

mitochondria, autophagy
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1. Uvod

Mezenchymalni kmenové buiikky (MSC, mesenchymal stem cells) jsou casto
asociovany s procesem imunoregulace, a to predevSim diky schopnosti ovliviiovat
prostfedi, ve kterém se nachazi. Jejich vliv spo¢iva hlavné v sekreci velkého mnozstvi
protizanétlivych, angiogennich a antiapoptotickych faktori, cytokini a extraceluldrnich
vacka, ale 1 v pfimém kontaktu a propojeni bunék, pii némz miize dochdzet k pfenosu

organel.

Z hlediska imunitniho systému je plisobeni MSC povazovano za imunomodulacni.
Cytokiny a faktory produkované MSC moduluji imunitni odpovéd’, polarizuji imunitni
nebo v nich spousti drahy vedouci k apoptéze. MSC maji rovnéz vlastnosti regeneracni.
Jedna se o bunky, které dokaZzou diferencovat do mnoha dalSich buné¢nych typtl, ¢imz se
aktivné podili na hojeni. VSechny popsané vlastnosti slouzi k udrzeni homeostdzy ve
tkanich a zaroven pfitahuji velkou pozornost védecké komunity predevsim kvili moznosti

mnohostranného klinického vyuziti MSC.

Vlastnosti podobné MSC byly v nasi laboratofi popsany 1 u jiného druhu bunék, a
to Sertoliho bun¢k (SC, Sertoli cells). Jiz dlouhou dobu je znamo, Ze SC v prostfedi
semenotvornych kanalkdi udrzuji homeostdzu a protizanétlivy stav imunitniho systému
velice podobnym mechanismem jako MSC, a to produkci cytokini a jinych
imunosupresivnich faktor. V nasi laboratofi jsme ukazali, ze SC maji i mnoho
morfologickych a funkénich podobnosti s MSC, jako jsou povrchové znaky, schopnost
diferenciace, ale 1 schopnost pfimého kontaktu s imunitnimi buiikami prostfednictvim tzv.
nanotrubicek, pfi kterém dochdzi k pfenosu organel, konkrétné mitochondrii (Porubska et
al., 2021). Porovnani vlastnosti MSC a SC z hlediska ovlivnéni imunitniho systému a
mitochondrialniho transferu (mitotransfer) pfinese nové imunoregulacni poznatky a nové

moznosti klinického vyuziti nejen MSC, ale 1 SC.



2. Literarni prehled

2.1 Imunologicky pohled na mezenchymalni kmenové burnky
MSC jsou multipotentni buiiky schopné diferencovat do mnoha dalSich bunéénych
typi, napt. tukovych bun€k, chondrocytl a osteoblastii. Jedna se o buiiky s vysokou mirou

sebeobnovy, nizkou imunogenicitou, a zaroven silnymi imunomodula¢nimi vlastnostmi

(viz. Obr. 1 a 2) (Dominici et al., 2006; Jiang et al., 2020).
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Obrazek 1. Viastnosti mezenchymdlnich kmenovych bunék — mezibunécénda komunikace a imunomodulace.
EV — extracelularni vezikuly, MSC — mezenchymdalni kmenovad buiika (mesenchymal stem cell). Prevzato a
upraveno: (Fan et al., 2020)

Imunomodulace zprostiedkovanda MSC je dobife popsana (viz. Obr. 2). VEtSina
studii zdlraziiuje imunosupresi, avSak pisobeni MSC neni ve vSech piipadech
jednoznacné protizanétlivé. Zalezi totiz na tom, jak dlouho z&nét probiha a taky na
mikroprostiedi, ve kterém se MSC nachazi (Aggarwal et al., 2005; Jiang et al., 2020). Je
nutno zduraznit, ze MSC zajiStuji a udrzuji balanci mezi prozanétlivou a protizanétlivou
imunitni odpovédi. To znamena, ze pfiliSné naklonéni vahy ve sméru prozanétlivém
indukuje imunosupresivni vlastnosti MSC. Spektrum mechanismi, které jsou MSC

vyuzivany k imunosupresi, je velice Siroké. Obecné se jedna jak o parakrinni ptisobeni
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inhibi¢ni receptory, nebo dokonce propojeni bunck, pifi kterém dochdzi k pienosu

cytoplazmatického obsahu, v€etné organel (viz. Obr. 1) (Mishra et al., 2020).

Indukci imunosupresivniho plisobeni MSC zajistuje pfedevsim IFNy (interferon
gamma), produkovany pievazné aktivovanymi T lymfocyty a NK buiikami v pozdéjsi fazi
zanétu. Ovlivnéni MSC pomoci IFNy napf. stimuluje expresi inhibitori imunitnich bunék
PD-L1 (programmed cell death ligand) a PD-L2, produkci IDO (indolamin 2,3-
dioxygenaza) a znacné€ zvysuje jejich celkovou terapeutickou kapacitu (Kanai et al., 2021;

Kim et al., 2018).
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Obrazek 2. Imunomodulace zprostiedkovand mezenchymalnimi kmenovymi buiikami. DC — dendriticka
bunka (dendritic cell), EV — extracelularni vezikuly, MSC — mezenchymdalni kmenova bunky (mesenchymal
stem cell), Mg — makrofag. Prevzato a upraveno: (Song et al., 2020)

Terapeutické vlastnosti MSC jsou dany mimo jiné jejich schopnosti migrovat do

poskozenych tkani, kde se podili na regeneraci a mirni zanét. Diky nizké imunogenicité je

3



mozné¢ MSC transplantovat, at’ uz alogenné, nebo autologné (Burnham et al., 2020).
Detailni mechanismus migrace MSC ale zatim neni dostatecné prozkouman. Nekteré
studie dokonce ukazuji, ze transplantované syngenni MSC jiz prvni den spustily drahy
vedouci k apoptdze a mély tak pomérné kratkou Zivotnost a omezenou migracni kapacitu
po intravenéznim podani (Preda et al., 2021). To znamend, ze mechanismus, kterym
transplantované MSC moduluji imunitni systém v zanétlivém prostiedi miize spocivat
praveé ve fagocytdze apoptotickych MSC zprostiedkované monocyty. Tyto monocyty pak
polarizuji do neklasického fenotypu produkujiciho IDO, IL-10 a PD-L1, zatimco produkce
TNF-a je potlacena (Galleu et al., 2017; Weiss et al., 2020; de Witte et al., 2018). Nicmén¢é
zpusobu interakce MSC s okolim je vice, a neni tedy omezena pouze na parakrinni

produkei.

2.2 Mezibunééna komunikace
Komunikace je nepostradatelnd vlastnost kmenovych bun¢k, jejichz tkolem v
ramci prislusnych organti je zprostiedkovavat podporu a koordinaci parenchymalnich
progenitorovych bunék. Schopnost efektivni mezibunééné komunikace je kliCova pro
udrZzeni homeostazy v mikroprostiedi vytvareném MSC. Za nejcastéjSi prostiedky
komunikace se v ptipadé MSC povazuji rozpustné faktory, extracelularni vezikuly (EV,
extracellular vesicles), konkrétné mikrovezikuly/exosomy, a ptimy kontakt pomoci tzv.

nanotrubicek (TNT, tunnelling nanotubes) a gap junctions.

2.2.1 Extracelularni vezikuly

Pti popisovani EV se vyuZziva hrubého rozdéleni do tfi skupin. Nejveétsimi vacky
jsou 1-5 pm velka apoptoticka téliska, ktera vznikaji v disledku apoptozy. Za
mikrovezikuly povazujeme 0,1-1 pm velké vacky produkované v disledku metabolickych
zmén, Ci stresovych podminek. Nejmensimi jsou exosomy, 30-150 nm velké vacky,
kontinualn¢ sekretované¢ buitkami nezavisle na podminkidch (Kowal et al., 2016).
Definovani EV pouze na zéklad¢ velikosti je ale zavadégjici, jelikoz se typy a funkce Casto
ptekryvaji. Z tohoto ditvodu se pro identifikaci homogenni populace EV doporucuje

vyuziti vét§siho mnozstvi vhodnych parametri a markert (Bazzan et al., 2021).

Bylo prokazéano, ze exosomy derivované z MSC mély vlastnosti, které podpoftily
hojeni kozniho poranéni, syntézu kolagenu a vaskularizaci v misté poranéni. To znovu
poukazuje na schopnost MSC nepiimo ovliviiovat prosttedi (Zhang et al., 2015). V zasad¢

se jedna o parakrinni zpusob komunikace, ktery nevyzaduje pfimou piitomnost MSC



v mist¢ poranéni, a tedy nabizi moznost vyuziti pouze izolovanych exosomi, nebo

-----

al., 2016; Melief et al., 2013).

Terapeuticky potencial exosomu byl ukazan na mnoha modelech zanétlivych stava.
V modelu perinatdlniho mozkového poskozeni byly exosomy schopny pfimou interakci
s membranovym komplexem TLR4 (Toll-like receptor 4)/CD14 inhibovat prozanétlivou
signalizaci v mikrogliich (Thomi et al., 2019). V modelech diabetu 1. typu a autoimunitni
uveitidy potlaCily aktivaci antigen-prezentujicich bunék a vyvoj Thl a Thl7 bunck
(Shigemoto-Kuroda et al., 2017). Nejaktudlnéj$im piikladem terapeutickych vlastnosti EV
je vyuziti u pacientd s COVID-19. V ptipadé ¢asného podani EV vykazaly schopnost
zmiriiovat cytokinovou boufi (Sengupta et al., 2020). Existuje mnoho dalSich ptikladt
dobfe prozkoumany mechanismus mezibunééné komunikace. V poslednich letech se ale
objevuji zminky o tom, Ze paralelné¢ s komunikaci zprostiedkované EV probiha dalsi —
prostiednictvim takzvanych nanotrubi¢ek (TNT, tunneling nanotubes) (viz. Obr. 3). Zatim
neni Upln¢ jasné, do jaké miry tyto dva zplisoby piedavani informaci a materiali mezi

buitkami spolu souvisi.

2.2.2 Nanotrubicky
TNT jsou cytoplazmatické vyb&zky, které mezi bunkami tvoii kanaly o délce 50-
200 nm. Ty jsou vyuzity k obousmérnému prenosu biomolekul, organel, ale 1 patogennich
struktur a molekul. Podobné jako u EV existuje nékolik morfologicky odlisnych subtypl
TNT. K propojeni bun¢k vétSinou dochdzi v disledku polymerizace aktinu (Keller et al.,
2020; Zhang et al., 2018), avSak signalni drahy zprostfedkujici vznik TNT zatim nejsou

dobfe prozkoumany.

Na rozdil od drobného nékladu typu lipidd, proteini a nukleovych kyselin, které
jsou vétSinou piepravovany pomoci EV, TNT slouzi pfevazné k prepravé lysozomil
(Abounit et al., 2016), vackt Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula (Kadiu et al.,
2011), mitochondrii (Jackson et al., 2016; Wang et al., 2015), ale 1 intracelularnich

signalizanich molekul, napt. Ca®" (Lock et al., 2016).

Ke vzniku TNT dochéazi za fyziologickych podminek, avSak je znamo, ze za
stresovych podminek je jejich vznik frekventovanéjsi. Prostfednictvim TNT jsou MSC

schopny reagovat na oxidativni stres a apoptotické signaly ve svém okoli, kyslikové



radikaly (ROS, reactive oxygen species) a mitochondrialni dysfunkci bun¢k (Burt et al.,
2019; Michaeloudes et al., 2021). Transportem zdravych mitochondrii ovliviiuji celkovou
zivotnost a metabolismus piijemct, a v piipad¢ imunitnich bunék také jejich polarizaci
(Court et al., 2020; Yuan et al., 2021). Jelikoz je vznik TNT do jisté miry dasledkem
oxidativniho stresu, mluvi se o ROS a mitochondridlnich Rho GTPazach jako o
induktorech jejich tvorby a nasledného transferu mitochondrii (Chuang et al., 2017; Mistry
et al., 2019). Jina studie zdlraziuje roli fosfatidylserinu na povrchu apoptotickych bunék,
ktery rovnéz dokazal indukovat tvorbu TNT (Liu et al.,, 2014). Stvorbou TNT a
mitochondrialnim transferem jsou ¢asto spojovany i proteiny gap junctions — connexiny 43
(Cx43) (viz. Obr. 3) (Li et al., 2019; Yao et al., 2018). Ovlivnéni bunék specifickym
inhibitorem Cx43 Gap26 a inhibitorem polymerace aktinu cytochalasinem D vyznamné

potlacilo protektivni schopnosti MSC (Yao et al., 2018).

Mitotransfer zprostfedkovany TNT ma prokdzané protektivni a imunomodulaéni
vlastnosti. Detailn¢j$i pochopeni mechanismu komunikace MSC a imunitnich bunck

prostfednictvim pienosu mitochondrii mé znaény terapeuticky potencial.

2.3 Mitochondrie, jejich role a mitochondrialni transfer

Spole¢nou vlastnosti vSech metabolickych schémat je centrdlni postaveni
mitochondrii. Jedna se o organelu, hrajici dominantni roli v klicovych biologickych
procesech, napt. oxidativni fosforylaci, aerobnim metabolismu a drdhach vedoucich
k bunééné smrti. Pfenos mitochondrii mezi bunkami byl pozorovan v poskozenych
tkanich, kde mél protektivni a obnovovaci efekt na bunky pfijemce. V in vitro modelu
ischemického poskozeni endotelidlnich bunék byly provedeny ko-kultivaéni pokusy
s MSC. Liu et al. (2014) potvrdili pfenos funkénich mitochondrii prostfednictvim TNT a
jeho protektivni efekt na HUVEC bunky (human umbilical vein endothelial cells). Piicemz
ptevladal pienos zdravych mitochondrii ve sméru od MSC do endotelidlnich bun¢k (Liu et
al., 2014). Obousmérnost transferu byla pozorovana pii ko-kultivaci MSC a bunék
vaskularniho hladkého svalstva, kdy byla propojenim bun¢k pomoci TNT a pienosem

mitochondrii indukovana proliferace MSC (Vallabhaneni et al., 2012).
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Obrdzek 3. Schéma znazorfiujici mitochondridlni transfer. Cx43 — connexin 43, MT — mitochondrie,
mtDNA — mitochondrialni DNA, PS — fosfatidylserin (phosphatidylserine), ROS — reaktivni kyslikové
radikaly (reactive oxygen species), TNT — nanotrubicka (tunneling nanotube). Vlastni tvorba:
BioRender.com

Mitochondrie a s nimi souvisejici metabolismus hraji dalezitou roli i1 v polarizaci
imunitniho systému. Aktivace imunitnich buné€k je asociovana s ptechodem na glykolyzu
jako rychly zdroj energie a redukovanych koenzymut nezbytnych pro jejich rychly rast
(Jiang et al., 2019; Tannahill et al.,, 2013). Na druhou stranu Krebstv cyklus je
v aktivovaném stavu neobvykly. Dochazi k jeho pferuSeni ve dvou mistech, které vede
ke hromadéni citratu a sukcinatu. Citrat je buiikou nésledné vyuzit k syntéze mastnych
kyselin a vystavbé membran. Sukcinat se ucastni produkce zanétlivych cytokini (Jha et al.,
oxidativni fosforylace, zcela vdzania na zdravé a funkéni mitochondrie (Angelin et al.,
2017; Chou et al., 2021). Z vySe zminéného vyplyva, Ze mitotransfer mize ptimo ovlivnit

metabolicky stav imunitnich bun€k a polarizovat je ve sméru protizdnétlivém.

2.3.1 Vliv mitochondrialniho transferu na T lymfocyty
Jiz dfive bylo prokdzano, Zze imunosupresivni pisobeni MSC miize byt zavislé na
piimém kontaktu bun¢k. Pti ko-kultivaci MSC s T lymfocyty, vykazujicimi prozanétlivou

polarizaci (Thl a Thl17), dochdzelo ke zvySené expresi PD-L1 na povrchu MSC a



selektivni imunosupresi. Pfekvapiveé, oddéleni bun€k v kultivacni desti¢ce s pomoci
transwell separacni bariéry vedlo k potlaceni diferenciace naivnich T lymfocytii do Thl a
Th17, ale ne ke snizené tvorbé cytokinu IL-17 jiz maturovanymi T lymfocyty. To
znamena, ze 1 pres silnou imunosupresivni kapacitu solubilnich faktort, je stale potieba
pfimého kontaktu mezi bunkami (Luz-Crawford et al., 2012). Podobny efekt byl
pozorovan i v modelu autoimunitnich onemocnéni. Systémoveé podavané MSC indukovaly
apoptozu T lymfocytii mimo jiné prostfednictvim interakce Fas a Fas-L, coz vedlo ke

zlepsSeni klinického fenotypu onemocnéni (Akiyama et al., 2012).

Mitotransfer je rovnéz asociovan se zménou polarizace T lymfocytd ve sméru
mitochondrii pfijatych CD4" T lymfocyty je procentudlné nejvyssi ve srovnani s ostatnimi
populacemi bunék (CD8" T a CDI9" B lymfocyty). V této skupiné dale prevladaji
pamétové (CD45RO") a zarovenr CCR6" T lymfocyty, neboli pamétové Thl7. Bufiky
z této populace, které mitochondrie obdrZely, mély niz8i produkeci IL-17 a vyssi OCR
(oxygen consumption rate) ve srovnani s negativni populaci, coz svéd¢i o uptednostnéni
oxidativni fosforylace témito buiikami a imunosupresi (Luz-Crawford et al., 2019).
Obecny vliv mitochondrialniho transferu na celkovou populaci CD3™ T lymfocyti tedy
spoc¢ivd v podpofe exprese genll asociovanych spolarizaci T lymfocyti do Treg
(regula¢niho fenotypu), napt. FOXP3 (forkhead box P3), IL2RA (interleukin-2 receptor
alpha chain), CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4), and TGFBI (transforming
growth factor beta 1). Coz znamena, Ze mitotransfer podporuje CD127"°%CD25"FoxP3"
Treg fenotyp (Court et al., 2020) a zaroven potlacuje prozanétlivy Th17 (Luz-Crawford et
al., 2019). Cerstvé studie navic ukazuji, ze MSC zlep$uji imunosupresivni schopnosti Treg
prostiednictvim piimého kontaktu a transferu mitochondrii. Buiiky, které mitochondrie
obdrzely, m¢ly taky vyrazné¢ stabilnéjsi expresi FOXP3, coz je klicovy gen vyvojovych a
funkénich drah Treg (Do et al., 2021; Piekarska et al., 2022).

Za zminku stoji 1 nepfiznivé vlivy mitochondrialniho transferu. Nadorové bunky
tvoii mikroprostiedi charakteristické tésnou komunikaci 1 ptimym pfenosem mitochondrii,
a to nejen mezi nadorovymi buiikkami navzajem (Lou et al., 2018), ale 1 s ostatnimi
buitkami vcetné imunitnich (Saha et al., 2022) a MSC (Wang et al., 2018). Podpora
oxidativni fosforylace, jak jiz bylo zminéno, je spojovana s diferenciaci a proliferaci
bunék, a tedy neni v kontextu nadorového mikroprostiedi pfizniva. Nemusi to ale byt

jedinym diivodem, pro¢ k mitochondridlnimu transferu v nadorech dochazi. Jako zajimavy



ptiklad Ize uvést pfenos mitochondrii mezi MSC a buiikami akutni lymfoblastické T-
bunécné leukemie (T-ALL). Zde probihal transfer pfevazné ve sméru od T-ALL bunék do
MSC. V disledku chemoterapeutické 1écby meély builkky mitochondrie poskozené

oxidativnim stresem, a tak dochézelo ke ,,zbavovani se zatéze* (Wang et al., 2018).

2.3.2 Vliv mitochondrialniho transferu na B lymfocyty

Pomérné malo se vi o pfenosu mitochondrii mezi MSC a B lymfocyty. Jedna studie
okrajové zminuje, ze po 4hodinové ko-kultivaci dochéazelo k pienosu mitochondrii do
CD19" bunék, a to v mnohem mensi miie, nez do T lymfocytt (Luz-Crawford et al., 2019).
Je ale znamo, ze pfevazné maturované B lymfocyty vyuzivaji TNT k spontanni tvorbé
velkych mezibunéénych siti. Tento proces je asociovan s piimym kontaktem bunck a
interakci integrini s dalSimi povrchovymi proteiny. B lymfocyty si prostiednictvim TNT
predavaji nejen lysozomy, vacky a povrchové molekuly (napt. MHC-II a B7-2), ale 1
mitochondrie (Osteikoetxea-Molnar et al., 2016; Téth et al., 2017). B-bunééné sité zahrnuji
1 jiné buniky imunitniho systému. Byl pozorovan napf. transfer H-Ras, mal¢ GTPazy, z B
do T bunék s vyuzitim TNT (Rainy et al., 2013). TNT kanaly byly taky vyuzity jako
unikovéa strategie HIV-1, kdy dochazelo k pfenosu proteinu Nef (negative factor,
imunosupresivni protein HIV-1) mezi infikovanymi makrofagy a B lymfocyty (Hashimoto

etal., 2016; Xu et al., 2009).

Tyto a mnoho dalSich ptikladii poukazuji na to, ze B lymfocyty tvoii a vyuzivaji
TNT kandly k pfimému mezibunéénému kontaktu a transferu proteint, vackli a organel
véetné mitochondrii. Podrobné&j$i mechanismus vyplyvajici ze ziskanych vysledkli a mozné
davody, pro¢ nedochazi ke stejné produktivnimu transferu mitochondrii mezi MSC/SC a B

lymfocyty, budou diskutovany v kapitole Diskuze.

2.3.3 Vliv mitochondrialniho transferu na makrofagy
Makrofagy jsou buniky pfirozeného imunitniho systému, které hraji dualezitou roli
nejen z hlediska fagocytozy patogentl, ale i tkanové regenerace a vytvareni zanétlivého
stavu v obézni tukové tkani. Pravé snizena mira mitotransferu mezi tukovymi bunkami a
makrofdgy je asociovana se zacatky zanétu v tukové tkani, ktery je indukovan
prozanétlivym pusobenim IFN-y a M1 polarizaci makrofagh (Brestoff et al., 2021).
nekolik in vitro a in vivo studii zamétenych predevsim na komunikaci makrofagti s MSC.

Ve vsSech pfipadech vedl mitotransfer k podpotfe oxidativni fosforylace v bunkach a
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ke zlepSeni fagocytické kapacity, s tim spojené¢ho antimikrobidlniho piisobeni a celkového
energetického stavu, které je disledkem prenosu zdravych mitochondrii do bunék (Jackson
et al., 2016; Morrison et al., 2017; Yuan et al., 2021). Je nutno podotknout, ze mitotransfer
v tomto pfipadé probihal jak skrz TNT (Jackson et al., 2016; Yuan et al., 2021), tak

parakrinnim zpisobem, konkrétné prostiednictvim EV (Morrison et al., 2017).

Osud mitochondrii v makrofazich se ale zda byt mnohem komplexnéjsi a zavisi mj.
na celkovém stavu MSC zavislém na kultiva¢nich podminkach a autofagii v donorech 1

ptijemcich mitochondrii (viz. kapitola 2.4).

2.4 Autofagie, mitofagie a transmitofagie
Autofagie je proces, pii kterém dochazi k degradaci poskozenych a nefunkcnich
organel, ribozomil a proteinovych agregatii. Obecné se autofagie povaZuje za mechanismus
ptezivani, jehoz cilem je udrzeni homeostdzy v buiice a zisk energie pro biogenezi novych

funkénich organel (Dikic et al., 2018).

Mitofagie je selektivni degradace mitochondrii. V ndvaznosti na makrofagy je
nutno zminit 1 tzv. transmitofagii, kterou vyuzivaji MSC za standardnich kultiva¢nich
podminek, tedy 21 % O, coz je 4x vyssi nez v podminkach fyziologickych. Za téchto
podminek dochazelo v MSC k oxidativnimu stresu a mitofagii, kterd prekvapivé
neprobihala uvnitt téchto bungk, ale v makrofazich. MSC produkovaly EV, obsahujicich
castené depolarizované mitochondrie odsouzené k mitofagii. Tyto vacky byly néasledné
fagocytovany makrofagy. Mitochondrie byly poté recyklovany fizi se zdravymi
mitochondriemi makrofagt, coz vedlo k celkovému zlepSeni jejich energetického stavu

(Phinney et al., 2015).

Ukazuje se, Ze MSC pomérné bézné interferuji s autofagii v imunitnich bunikach.
Mohou inhibovat signalizaci pfes mTOR (mammalian target of rapamycin) v aktivovanych
T lymfocytech, ¢imz aktivuji autofagii. Podle vysledki Béttcher ef al. (2016) indukuji
MSC timto zplsobem metabolicky klidovy fenotyp v T lymfocytech, ktery je
charakteristicky pravé zvySenou autofagii (Bottcher et al., 2016). MAIT (mucosal-
associated invariant T cells), byly naopak aktivovany IL-15, produkovanym MSC, ktery

vedl ke zvySeni autofagie v tomto nekonvencnim typu T lymfocytd (Ye et al., 2021).

Bylo také pozorovano, ze MSC, u kterych byla navozena autofagie pomoci

rapamycinu, inhibitoru mTOR, mély vysSi imunosupresivni kapacitu ve srovnani

10



s kontrolni skupinou (Gao et al., 2016b; Kim et al., 2015). V rozporu s tim je starsi studie,
ktera naopak zdiraziuje, ze inhibice autofagie v MSC vedla ke zlepSeni terapeutickych
vlastnosti MSC po transplantaci in vivo. Tento efekt spocival pfedevSim v potlaceni
aktivace a proliferace CD4" T lymfocyti (Dang et al., 2014). Autofagie je tedy dulezita jak
na strané MSC, tak imunitnich bunék. Vysledky ziskané Gao et al. (2016b) zdtraziiuji roli
zvySené produkce TGF-f1 u MSC ovlivnénych rapamycinem (Gao et al., 2016b), je ale
dost mozné, ze zaroven dochézelo k transmitofagii podobné, jako je tomu u makrofagu,

coz rovnéz prispivalo k imunosupresi zprostiedkované MSC.

2.5 Sertoliho bunky

Sertoliho buiiky (SC, Sertoli cells) jsou unikatni populaci nedé€licich se bunék, které
nasedaji na bazédlni membranu semenotvornych kandlki a jsou aktivni po dobu
reproduktivniho Zivota jedince. Prostfednictvim komplexii mezibunéénych spoja,
konkrétn¢ gap junctions a tésnych spojl, vytvaii polopropustnou BTB (bariéra mezi krvi a
varletem, blood-testis barrier) a udrzuji se v tésném kontaktu mezi sebou navzijem a

samc¢imi zdrodecnymi buitkami po celou dobu jejich vyvoje (Franga et al., 2016).

SC se tika ,,nurse-cells” a to proto, zZe vytvati mikroprostiedi pro vyvoj, diferenciaci
a celkovou homeostdzu SSC (spermatogonidlni kmenové butiky, spermatogonial stem
cells). Pro podporu funkce sebeobnovy SSC je SC produkovan GDNF (glial cell line-
derived neutrophic factor). Exprese genu pro GDNF probihd cyklicky behem
spermatogeneze a je zavisla na jednotlivych fazich vyvoje spermie (Sharma et al., 2018).
Posledni studie rovnéz zduraziuje roli testosteronu, ktery ma zesilujici efekt na expresi
genu Gdnf (Zaker et al., 2022). Dale dochazi k transferu Zeleza Fe™ vazaného na transferin
skrz BTB. To je nasledné zdrode€nymi buitkami zpracovano a vyuZito k meiotickému a
mitotickému dé¢leni, a k biogenezi mitochondrii (Leichtmann-Bardoogo et al., 2012;
Sylvester et al., 1994). Je nutno zminit, Ze SC Zelezo nejen poskytuji, ale 1 odklizi, ¢imz
zabranuji jeho akumulaci a zaji$t'uji tak detoxifikaci varlat (Leichtmann-Bardoogo et al.,
2012; Yan, 2015). Do svého mikroprostiedi dale produkuji velké mnozstvi laktatu, ktery je
zarodeCnymi bunkami vyuZit jako energeticky substrat, ale i jako reguldtor genové
exprese, signalnich drah a ROS (Galardo et al., 2014; Mateus et al., 2018; Schrade et al.,
2016). V disledku defektu produkce laktatu, zpisobeného napt. varikokélou, muze
dochazet 1 k neplodnosti muza (Guo et al., 2020).

Prostfednictvim BTB komunikuji SC nejen se sam¢imi zarode¢nymi buiikami, ale 1

s vné¢jSim prostfedim semenotvornych kanalku, véetné imunitniho systému. To, Ze jsou
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varlata povazovana za imunoprivilegované misto je zasluha ptredevsim SC a jejich

imunosupresivnich vlastnosti.

2.5.1 Imunologicky pohled na Sertoliho burnky

Samci zarodecné buiiky, konkrétné meiotické a post-meiotické, se objevuji poprvé
béhem dospivani a jsou imunitnim systémem vnimény z pohledu ,,novych a neznamych*
antigenl. Jak jiz bylo zminéno, v semenotvornych kanalcich SC vytvari mikroprostredi,
které podporuje zrani a proliferaci zarodecnych bunék. BTB rovnéz zprostiedkuje ochranu
pfed imunitnim systémem. Dochazi totiz k fyzickému oddéleni prosttedi, kde se zarode¢né
bunky nachdzi, a k zabranéni rozpoznani auto-antigenti, coz by jinak vedlo k autoimunitni
odpovédi (Mita et al., 2011). Imunosupresivni vlastnosti BTB jsou ale mnohem S§irs$i. SC

-----

imunitni prostiedi, branici potencialnimu zanétu (Dutta et al., 2021).

SC komunikuji jak sadaptivni, tak pfirozenou imunitou v prostiedi
semenotvornych kanalkd. Jsou zndmy tim, ze udrzuji dendritické buniky v nezralém stavu a
potlacuji v nich expresi povrchovych molekul, napt. kostimulacnich CD80/CD86 a
chemokinového receptoru CCR7, ktery je nezbytny k migraci dendritickych bun€k do
lymfatickych uzlin. Dendritické bunky, ko-kultivované se SC, prokazovaly tolerogenni
fenotyp —neprodukovaly zanétlivé cytokiny, inhibovaly T-bunéfnou proliferaci a

polarizovaly je smérem k regulaénimu Foxp3™ fenotypu (Gao et al., 2016a).

V nékterych ptipadech, napt. pod vlivem IFN-y, vykazovaly samy SC vlastnosti
neprofesionalnich tolerogennich antigen-prezentujicich bunék. Dochéazelo k expresi
negativniho kostimula¢niho ligandu PD-L1, ale taky MHC II. tfidy (Dal Secco et al., 2008;
Wang et al., 2019). Ko-kultivacni pokusy ukazaly zvysSeni podilu Treg bun€k ve smiSené
kultufe T lymfocytti a p¥imou inhibici CD8" T lymfocyti prostiednictvim PD-L1 (Dal
Secco et al., 2008). Naopak pacienti s poruchou spermatogeneze méli abnormalni pocty
makrofagli, T a B lymfocyth v testikularnim prostiedi a vSechny znamky aktivace

imunitniho systému, nejspi§ v disledku poruseni BTB (Hussein et al., 2005).

Kritické pro imunoprotekci v prostfedi semenotvornych kanalkil je udrzeni vétSiny
populace makrofagli v protizanétlivém M2 stavu. U zdravych jedinci je takto
polarizovanych 80 % makrofagi. Tento fenotyp je pravdépodobné udrzovan SC
prostiednictvim cytokini TGF-f, IL-10 a aktivinu-A (Wang et al., 2017). Je zajimavé, Ze

populace tzv. peritubularnich makrofagh lokalizovdna na povrchu semenotvornych
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kanalkt rovnéz produkuje esencidlni biosyntetické enzymy RDH10 (retinol dehydrogenase
10), ALDH1A2 (aldehyde dehydrogenase 1 family member A2), IGF1 (insulin-like growth
factor 1) aj., jejichz exprese je kriticka pro spermatogenezi. Stejné enzymy jsou
produkovany i SC, coz znamend, ze dand populace makrofag mize slouzit jako
kompenzacni zdroj v ptipad€ poSkozeni SC (DeFalco et al., 2015; Yamauchi et al., 2022).
Z vyse zminéného vyplyva, ze SC komunikuji se svym prostfedim riznymi

zpusoby podobné jako MSC a jsou schopny modulace imunitniho systému ve sméru

'''''

2.5.2 Mechanismy mezibunécné komunikace

Komunikace SC se zarode¢nymi buiikami a imunitnim systémem je velmi dobfie
popsana (viz. Obr. 4). Dochézi jak k produkci jiz zminénych proteinti esencialnich pro
prostfednictvim solubilnich inhibi¢nich receptorti PD-L1 a FasL (Sun et al., 2017; Wang et
al., 2019).

Vramci varlat je mezibunénd komunikace uspofadana tak, aby dochézelo
k rychlému a efektivnimu pienosu signalti mezi buikkami, coz je spojovano s podporou
proliferace, migrace, diferenciace zarodecnych bunck a apoptdzy bunck nefunkénich. Tuto
komunikaci zajiSt'uji jak adhezivni molekuly, tak proteiny tésnych spojii a gap junctions
(Hong et al., 2012; Xiao et al., 2012). Kli¢ovym proteinem je Cx43, jiz zmifiovany
v kontextu MSC a mitotransferu. V maturovanych varlatech se Cx43 nachazi prevazné
vramci BTB a umoZiluje synchronizaci funkéniho i1 metabolického stavu SC bé&hem
jednotlivych fazi spermatogeneze. Prostfednictvim Cx43 komunikuji SC nejen mezi sebou
navzajem, ale i se zdrodeCnymi builkami. Pfevazné se jednd o buné&fnou signalizaci,
ovlivnéni metabolismu a podporu proliferace (Gilleron et al., 2009; Hilbold et al., 2020).
V kontextu MSC byl Cx43 zminén proto, Ze hraje dileZitou roli v pfenosu mitochondrii
mezi buikami. Mitotransfer u SC byl poprvé popsdn vnasi laboratofi. V ramci
provedenych experimentl bylo potvrzeno, Ze SC maji mnoho vlastnosti podobnych MSC,

vcetné schopnosti pfenaset mitochondrie do bun€k imunitnich, s ¢imz byla asociovana i

-----
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Obrazek 4. Schéma zndzorfiujici umisténi Sertoliho bunék a jejich imunomodulacni vlastnosti. BL —
bazalni lamina (basal lamina), BTB — bariéra mezi krvi a varletem (blood-testis barrier), DC — dendriticka
bunka (dendritic cell), M — makrofag, MT — mitochondrie, SC — Sertoliho bunka (Sertoli cell), SSC —
spermatogoniadlni kmenové bunky (spermatogonial stem cells), TC — T lymfocyt (T cell). RDHI10 — retinol
dehydrogenase 10, ALDHI1A2 — aldehyde dehydrogenase 1 family member A2, IGF1 — insulin-like growth
factor 1. Viastni tvorba: BioRender.com

2.5.3 Sertoliho burky — vlastnosti mezenchymalni kmenovych bunék?

JiZ na zacatku tisicileti se objevily zminky o tom, ze populace SC navzdory
dogmatiim neni tak stabilni a neménna a buiiky v ni mohou zménit diferenciacni status i
v pribéhu celého zivota predev§sim vlivem hormondlniho plisobeni napf. FSH
(folikulostimulaéni hormon) (Tarulli et al., 2006, 2012). Krom¢ jiz difive zminéné
schopnosti prenaset mitochondrie, nizké imunogenicity a schopnosti nasmérovat imunitni
systém ve sméru protizanétlivém, maji SC 1 jiné znaky MSC. Jsou adherentni k plastu a
exprimuji povrchové znaky, které se bézné vyuzivaji jako markery pro identifikaci MSC,
napf. CD73 a CD44, a jsou zéaroveil negativni na CD45 a CD11b. Déle, podobné jako
MSC, exprimuji SC cytokiny, které jsou asociovany s hematopoézou (Gong et al., 2017,
Porubska et al., 2021; Sadeghian-Nodoushan et al., 2016). Dalsim kli¢ovym znakem je
potvrzena multipotence, tedy schopnost SC diferencovat do adipocytd, osteocytl a

chondrocytt (Gong et al., 2017; Porubska et al., 2021).

14



Z vyse popsaného vyplyva, ze SC maji obrovsky potencial z hlediska vSestranného
terapeutického vyuziti, kterému se, bohuzel, nevénuje tolik pozornosti, jako v ptipadé

MSC.

2.6 Terapeuticky potencial mitochondrialniho transferu

Spravné fungovani mitochondrii je zhlediska bunééné homeostazy klicové.
Abnormality mitochondridlnich procesti jsou casto asociovany se zanétlivymi stavy.
Nefunk¢nost mitochondrii v modelu ischemicko-reperfuzniho poskozeni vedla k aktivaci
NLRP3 inflamazomu v mikrogliich a naslednému poskozeni (Gong et al., 2018).
V ptipadé, ze byly mitochondrie ochranény, napt. prostfednictvim UCP2 (uncoupling
protein 2) na vnitini mitochondridlni membrané, nedochézelo k oxidativnimu stresu
indukovanému ischemii (Chen et al., 2017). Podobné produktivni je i transfer zdravych
mitochondrii do mikroglii. Mitotransfer nejen obnovuje jejich celkovou funk¢nost, ale 1
reparace (Jung et al., 2020). Je také potvrzeno, ze neurony a astrocyty spolu navzijem
bézné komunikuji, a to i prostfednictvim mitotransferu (Hayakawa et al., 2016).
Transplantace mitochondrii, v€etné alogennich, podporuje pfezivani neuront (Zhao et al.,
2021). Terapeutické vlastnosti v ischemii mély 1 EV, derivované z MSC (Zhao et al.,
2019). Z toho vyplyva, Ze terapeuticky efekt MSC na funk¢nost neuront i modifikace

vy

zprostfedkovan mitochondriemi.

Transfer mitochondrii z MSC mél terapeuticky efekt i v mnoha dalSich modelech
bunééného poskozeni, at uz indukovaném endotoxiny (Islam et al., 2012), nebo
exogennimi faktory (cigaretovym koufem, alergeny) (Ahmad et al., 2014; Li et al., 2014).
epitelidlni bunky. V neposledni tadé¢ dochazelo ke snizeni produkce cytokinl
indukovanych stresem: TSLP (thymic stromal lymphopoietin), IL-25 a IL-33 (Ahmad et
al., 2014).

Dilezitost spravného fungovani mitochondrii a oxidativni fosforylace byla
prokazana také u samcich zarode¢nych bunék (Nakada et al., 2006). Pochopeni
komunikace mezi SC spermatickymi bufikami a imunitnim systémem z hlediska

mitotransferu pfinese nové moznosti vyuZiti v terapii, zaméfené na muzskou neplodnost.
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Vyuziti mitochondrii v terapii je zatim omezeno na tzv. Mitochondrial
Augmentation Therapy. Je zalozena na schopnosti exogennich mitochondrii vstupovat do
bunék piimo z média. V tuto chvili se vyuziva v klinickych studiich zamétenych napt. na
Pearsontiv syndrom a Kearns-Sayretiv syndrom. Oba syndromy jsou zptusobené rozsahlym

defektem mitochondridlni DNA (Almannai et al., 2020).

Detailnéj$i pochopeni mechanismti mitotransferu zprostredkovaného MSC a SC a
jejich porovnani ma potencidl vSestranného vyuziti v terapiich zaméfenych na
mitochondrialni defekty jak bun¢k imunitniho systému, tak napf. samcich zarodec¢nych

bunck, a na alteraci zanétlivych stavil.

3. Cile diplomové prace

Mitotransfer méa prokazany protizdnétlivy vliv na imunitni buiiky, av§ak malo je
znamo o mechanismu pfenosu mitochondrii, a to jaky vliv bude mit na jednotlivé populace
splenocyti (SPL). MSC jsou buiiky zndmé svymi imunomodula¢nimi vlastnostmi a
schopnosti pfendset mitochondrie do imunitnich bun¢k. SC maji mnoho vlastnosti MSC a
ke komunikaci se svym okolim vyuzivaji gap junctions, vCetné¢ proteinu Cx43, ktery je
nezbytny pro tvorbu TNT a pfenos mitochondrii. Nasim pfedpokladem tedy bylo, Ze SC
budou v mitotransferu zdatngjs$i nez MSC. Projekt vyuziva ko-kultivacnich in vitro pokusii

ke:

e srovnani MSC a SC z hlediska jejich schopnosti pfendset mitochondrie a
vlivu mitotransferu na jednotlivé populace SPL

e popsani mechanismii pfenosu mitochondrii do jednotlivych populaci SPL
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4. Materialy a metody

4.1 Zvirata

Ve vSech experimentech byly pouzity mysi inbredniho kmene BALB/c ziskané

z Ustavu molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky v Kr&i (UMG AV CR).

4.2 Meéedia a roztoky

Pro kultivaci MSC a SC po rozmrazeni bylo pouzito médium DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium; PAA Laboratories, Pasching, Austria) obohacené o 10% fetalni
bovinni sérum (fetal bovinne serum — FBS; Merck Co., St. Louis, MO, USA), 10 mM
HEPES pufr (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; Merck), 100 mg/ml
streptomycin (Merck) a 100 U/ml penicilin (Merck).

Pro izolaci a naslednou kultivaci imunitnich bunék sleziny (splenocytil), ptip. ko-
kultivaci, bylo pouzito médium RPMI (Roswell Memorial Park Institute 1640 medium;
Merck) obohacené o 10% FBS, 10 mM HEPES pufr (Merck), 5x10° M 2-merkaptoetanol
(Merck), 100 mg/ml streptomycin (Merck) a 100 U/ml penicilin (Merck).

Pro analyzu bunék s vyuzitim fluorescencni mikroskopie a pritokové cytometrie
byl pouzit 1x roztok fostatového pufru (PBS, phosphate buffer solution), nebo 5x Annexin
Binding Buffer (Thermo Fisher Scientific™ Invitrogen, Waltham, MA, USA) nafedény
1:10 v TK H20 pro analyzu apoptdzy bunek.

4.3 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)

CO2 inkubator (Sanyo, Osaka, Japan)

Fluorescen¢ni a opticky mikroskop Leica Dmi8 (Leica Microsystems, Wetzlar,

Germany)

Priatokovy cytometr LSR II (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
USA)
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BD Influx™ cell sorter (Becton, Dickinson and Company)
MyCyclerTM Thermal cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

LigthCycler 480 II (Roche, Rotkreuz, Switzerland)

4.4 Software

Ovladani pratokového cytometru LSR II — FACSDiva Software (Becton, Dickinson
and Company)

Analyza dat ziskanych z pratokového cytometru LSR II — GateLogic 400.2A

(Invai, Mentone, Australia)
Statistickd analyza — GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

Software pro ovladani a vyhodnoceni dat ziskanych z LightCycler 480 II —
LightCycler 480

4.5 Izolace splenocyti
Slezina z mys$i kmenu BALB/c byla mechanicky homogenizovana a ptefiltrovana
pfes nylonovou gazu do zkumavky. Ziskana suspenze byla nésledné centrifugovéna (8 °C,
8 min, 170 g). Po odliti supernatantu byla peleta splenocyti (SPL) resuspendovana
v RPMLI. Poté byly buiiky spocitany pomoci Biirkerovy komurky a nafedény pro nasledné
vyuZziti.

4.6 Izolace mezenchymalnich kmenovych bunék a Sertoliho bunék
MSC 1 SC byly izolovany z mysi kmene BALB/c dle protokolu zavedené¢ho
v laboratofi (Porubska et al., 2021). Buiiky izolovala a do 3. pasaze kultivovala technicka

pracovnice.

4.7 Barveni mitochondrii
MSC a SC byly barveny s vyuzitim MitoTracker Red CMXRos (v grafech MitoT;
Thermo Fisher Scientific™), coZz je fluorescencni kationické barvivo, kterd pasivné
difunduje bunéénou membranou do bunky a specificky znac¢i mitochondrie na zakladé

jejich membranového potencidlu.

SPL byly barveny MitoSpy Green, nebo MitoTracker Deep Red. Barveni MitoSpy
Green neni zavislé na membranovém potencidlu mitochondrii a slouZi tedy k analyze masy
mitochondrii v zivych bunikach. MitoTracker Deep Red funguje na stejném principu jako

MitoTracker Red.
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Bunky byly barveny v kultivaénich lahvich (Thermo Scientific™ BioLite)
v ptipadé MSC/SC, nebo ve zkumavkach v ptipadé¢ SPL. Zkumavky byly po dobu barveni
umistény do rotujiciho stojanku. Barveni probihalo v 100 nM roztoku MitoTracker Red pii
37 °C po dobu 30 minut. Bunky byly poté promyty teplym PBS a v piipad¢ adherentnich
bun¢k ovlivnény 0,5 ml trypsinu po dobu 5 minut. S vyuzitim $krabky byly bunky sklizeny
do média RPMI a centrifugovany (8 °C, 8 min, 170 g). Po odliti supernatantu byla peleta
bunék resuspendovana v RPMI. Daéle byly bunky spocitany pomoci Biirkerovy komiirky a

nafedény pro nasledné vyuziti.

4.8 Ko-kultivacni in vitro pokusy

Pro ucel analyzy vlivu MSC/SC na imunitni buiiky, konkrétné schopnosti MSC a
SC ptenaset mitochondrie do splenocyti (SPL) a pro zkoumédni mechanismil mitotransferu,
byly MSC a imunitni buniky ko-kultivovany.

Nasledujici parametry byly zvoleny na zékladé vysledki pfedeslych experimentii:

- pomér 1:20 (5x10* MSC/SC : 1x10° SPL)

- 24jamkova kultivaéni desticka (Nunc, Roskilde, Denmark)

- doba ko-kultivace: 3 hodiny

- podminky: inkubator s 5% CO», 37 °C

Po ko-kultivaci byly analyzovany povrchové znaky a pfenos mitochondrii do

jednotlivych populaci SPL metodou priitokové cytometrie.

4.8.1 Analyza zavislosti mitochondrialniho transferu na primém
kontaktu bunék

Pro potvrzeni, Ze mitotransfer je zavisly na pfimém kontaktu bunék, byly MSC/SC

a SPL od sebe fyzicky oddé€leny membranou s pory o velikosti 3 um (Corning™ Transwell

Multiple Well Plate with Permeable Polyester Membrane Inserts; Merck). SPL byly

umistény na dno 24jamkové desticky v objemu 500 pl a koncentraci 2x10° bunék/ml a

MSC/SC v objemu 500 pl a koncentraci 1x10° bun&k/ml do inzertti. Po 3hod ko-kultivaci

nasledovala analyza mitotransferu s vyuzitim pritokové cytometrie.
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4.8.2 PoSkozeni mitochondrii
Za ucelem zjisténi, zda poskozeni mitochondrii u SPL ovlivni mitotransfer, byly
SPL kultivovany v koncentraci 5x10° bunék/ml v 6jamkové kultivaéni desticce (Nunc,

Roskilde, Denmark), ve 3 ml 10% RPMI a ovlivnény po dobu 2 hod dvéma typy ¢inidel:

- 15 uM oligomycin (OL; Merck) — inhibitor 5. komplexu elektrontransportniho

fetézce neboli ATP-syntazy
- 5 uM rotenon (ROT; Merck) — inhibitor 1. komplexu elektrontransportniho
fetézce

Koncentrace cinidel byly zvoleny na zaklad¢ predeSlych experimentti. Poté
nasledovala ko-kultivace ovlivnénych SPL s MSC/SC po dobu 3 hod ve 24jamkové

desticce.

4.8.3 Vliv kyslikovych radikalii na mitochondrialni transfer
V ramci provedenych pokust byl analyzovan vliv kyslikovych radikalu (ROS) na
mitotransfer. Z tohoto dtivodu byly SPL kultivovany v koncentraci 5x10° bunék/ml v

6jamkové kultivacni desti¢ce (Nunc), ve 3 ml 10% RPMI a ovlivnény po dobu 24 hod:

- 5 mM antioxidantem NAC (N-acetylcystein; Merck) pro vychytdni ROS
vytvatenych SPL (koncentrace byla zvolena na zakladé optimalizanich experiment a

schopnosti snizit produkci ROS)

- 5 uM H20: (Merck) jako oxida¢nim ¢inidlem pro indukci tvofeni ROS
(koncentrace byla zvolena na zakladé ptedeslych experimentl, ve kterych se zkoumalo
pfezivani imunitnich buné¢k)

Poté¢ nésledovala ko-kultivace ovlivnénych SPL s MSC/SC po dobu 3 hod ve

24jamkové desticce.

4.9 Pritokova cytometrie

S vyuzitim priatokové cytometrie (FC, flow cytometry) byly detekovany povrchové
znaky pro oddéleni ¢ty nami zvolenych populaci SPL (CD4", CD8a’, CD19", CD11b").
Dale byly detekovany: pfenos mitochondrii, apoptéza, mitofagie, tvorba ROS a
mitochondrialnich ROS. Pro detekci mitochondrii byly pouzity vzorky z ko-kultiva¢nich

pokusii. Prace byly provadény podle nasledujiciho protokolu:

e Vzorky piipravovat na ledé
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Bunky 3x oplachnout PBS, seskrabat pomoci Skrabky a ptenést do
zkumavek
Centrifugace pfi 8 °C, 8 minut, 170 g
Po odliti supernatantu doplnit potiebné mnozstvi PBS, resuspendovat a
pienést na 96jamkovou desticku s kulatym dnem (Nunc) v objemu 200 pl
Desticku centrifugovat pii 8 °C, 3 minuty, 170 g
Rozvolnit peletu a barvit bunky s vyuzitim monoklonalnich protilatek
(mAb, monoclonal antibodies)
o Pouzité fluorochromy: viz. Tabulka 1, na barveni mrtvych bunék byl
pouzit Hoechst 33258 (1:40 000, Merck)
Pfidat mAb nafedéné v PBS (dle Tab.1) o celkovém objemu 10 pl
Inkubovat 30 minut v lednici, ve tmé
2x promyt 200 pl PBS, pokazdé centrifugovat pii 8 °C, 3 minuty, 170 g
Pridat 200 ul PBS
Tésné pred méfenim piidat 20 pl Hoechst 33258 do vSech jamek kromé
kontrolni

Mg¢fit na pritokovém cytometru

Gatovaci strategie je znazornéna v ramci Obrazku 5.

Tabulka 1: seznam pouZitych monoklondalnich protilatek

Znak Fluorochrom Redéni Klon Vyrobce Znaceni
CD45 A700 1:200 30-F11 BioLegend | Povrch
CD4 FITC 1:160 GKI1.5 BioLegend | Povrch
CDh4 APC 1:160 GKI1.5 BioLegend | Povrch
CD8a FITC 1:160 53-6.7 BioLegend | Povrch
CD8a APC 1:160 53-6.7 Exbio Povrch
CD19 FITC 1:90 6D5 BioLegend | Povrch
CD19 APC 1:90 6D5 BioLegend | Povrch
CDl11b FITC 1:100 M1/70 BioLegend | Povrch
CDl11b APC 1:100 M1/70 BioLegend | Povrch
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Tabulka 2: seznam pouZitych markeri

Marker Ex/em spektrum | Koncentrace | Vyrobce | Znaceni
(nm)
MitoTracker Red CMXRos | 581/644 100 nM Invitrogen | mitochondrie
(potencial)
MitoTracker Deep Red 644/665 100 nM Invitrogen | Mitochondrie
(potencial)
MitoSpy Green 490/516 100 nM BioLegend | mitochondrie
(masa)
Mitophagy Dye 530/700 100 nM Dojindo mitofagie
MitoSOX 510/580 2,5 uM Invitrogen | mit. ROS
Annexin V Dyomics 647 633 2,5 ul/50 ul | Exbio fosfatidylserin
DCF 492/527 150 uM Invitrogen | ROS
(Dichlorodihydrofluorescein)
250 B 250 N 250 |
200 1§ 200 % |10° 200 |
< | 150 i I | 150 s : a 104 <L | 150 ]
§ 100 E 100 -_':f 3 § 100 ]
50 1, 50 3 b4 50 §
1500 x| O
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 o 103 104 105
FSCA w cpas
57,46% 204 25,16% 250 FMO:
200 } 200 0,42%
< <C| 150 ] < | 150
é é 100 3 § 100
50 § 50

0o 103 104 105

CD19

o 103 104 10°

MitoT Red

0o 103 10% 10%

MitoT Red

Obrazek 5. Gatovaci strategie mitotransferu. Ukdzka gatovaci strategie mitotransferu na CDI19" B
lymfocytech (CD19 z CD45) po ko-kultivaci s MSC/SC a prenosu mitochondrii znacenych mitoT Red (mitoT
Red z CD19). Buiiky byly urceny na zakladé parametrii side a forward scatter (SSC-A, FSC-A), singlety na
zdakladé forward scatter (FSC-H, FCS-A). Zivé buiiky byly urceny na zdkladé znaceni Hoechst 33258 a
forward scatter (FSC-A), z nich pak byly vybrany CD45"% buiiky. Gatovaci strategie byla pro vSechny
populace stejnd. MitoT Red — MitoTracker Red.
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4.9.1 Analyza apoptozy splenocyti
Pro analyzu apoptézy SPL po poskozeni mitochondrii OL/ROT, nebo po ko-
kultivaci a pfenosu mitochondrii byl vyuzit marker fosfatidylserinu na povrchu
apoptotickych bunék — Annexin V. Bunky byly pfipraveny dle standartniho protokolu pro

pratokovou cytometrii.

e Po 2x promyti PBS pridat 50 pl roztoku Annexinu V v Annexin Binding
Buffer (1:20)

e Inkubovat ve tmé pfi pokojové teploté¢ 15 min

e Centrifugovat pti 8 °C, 3 minuty, 170 g

e Pridat 200 ul Annexin Binding Buffer

e Té&sn¢ pred méfenim ptidat 20 pl Hoechst 33258 do vSech jamek kromé
kontrolni

e ME¢fit na prutokovém cytometru

4.9.2 Méreni mitofagie na prutokovém cytometru

Pro méfeni mitofagie s vyuzitim pritokové cytometrie byl pouzit specialni
Mitophagy Detection Kit (Dojindo Molecular Technologies, Kumamoto, Japonsko).
Soucasti tohoto kitu je detekéni Ccinidlo MitophagyDye, které se akumuluje
v neposkozenych mitochondriich a vykazuje nizkou miru fluorescence. Poté, co dojde
k fazi mitochondrie s autofagozomem a lysozomem a k okyseleni pH wuvnitf
autofagolysozomu, dojde k zesileni fluorescen¢ni intenzity MitophagyDye, coZz umozni
naslednou analyzu mitofagie s vyuZzitim jak pritokového cytometru, tak fluorescencni

mikroskopie.
Ptiprava bun¢k probihala dle protokolu poskytnutého vyrobcem:

e Nasazeni nefixovanych bunék na desticku

e 2x Promyti 0% RPMI

e Piidani dostate¢ného mnozstvi 100 nM roztoku Mitophagy Dye a inkubace
po dobu 30 minut pii 37 °C

e (Odstranéni supernatantu a 2x promyti 0% RPMI

e Kultivace bun¢k v podminkach indukujicich mitofagii v 10% RPMI pti 37
°C

e Promyti bunék 0% RPMI, barveni povrchovych znakli a analyza na

prutokovém cytometru/fluorescenénim mikroskopu
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4.9.3 Méreni ROS a mitoROS na pritokovém cytometru
Pro méfeni ROS bylo pouzito barvivo DCFDA, které difunduje do bunck, kde je

nejdiiv deacetylovano bunénymi esterdzami, a pak oxidovano ROS do vysoce

fluorescen¢ni podoby DCF (viz. Tabulka 2).

Bunky v kultivacni desticce centrifugovat pii 8 °C, 6 min, 170 g

Pipetou opatrné odebrat supernatant

Ptidat dostate¢né (na pokryti dna) mnozstvi 150 uM roztoku DCF v 10%
RPMI

Inkubovat pti 37 °C 30 min
Promyt PBS

Pro méteni mitochondridlnich ROS bylo pouzito detekéni ¢inidlo MitoSOX Red

(viz. Tabulka 2), které se specificky vdze na mitochondrie v zivych builkkdch a je

oxidovano pouze mitochondridlnimi superoxidy.

Bunky v kultiva¢ni desti¢ce centrifugovat pti 8 °C, 6 min, 170 g

Pipetou opatrné odebrat supernatant

Ptidat dostatecné (na pokryti dna) mnozstvi 2,5 uM roztoku MitoSOX Red
v bezfenolovém médiu

Inkubovat pti 37 °C 10 min

Promyt teplym bezfenolovym médiem

4.10 Real-time PCR (qPCR)

Ke stanoveni exprese vybranych proteind byla pouzita kvantitativni polymerazova

fetézova reakce (real-time polymerase chain reaction — qPCR).

4.10.1 SORT

Pomoci FACS (SORT) byly izolovany vzdy 4 populace SPL z kazdého vzorku po
ko-kultivaci s MSC/SC (viz. Obrazek), Cistota 97%:

CD4" T lymfocyty FITCP®, MitoTracker®
CD4" T lymfocyty FITCP®, MitoTracker"®
CD19" B lymfocyty APCP*, MitoTracker P
CD19" B lymfocyty APCP*, MitoTrakcer"®
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CDI19" mit"®

CDI19" mitP®

CD4" mit"

CD4" mit*™

Obrdzek 6. Schéma sortovani splenocytit po ko-kultivaci s MSC/SC. SPL — splenocyty, SC — Sertoliho
bunky, MSC — mezenchymalni kmenové buriky, mit"®¢ — SPL, které po ko-kultivaci nedostaly mitochondrie,
mit” — SPL, které po ko-kultivaci dostaly mitochondrie. Vlastni tvorba: BioRender.com

4.10.2 Izolace RNA

Z vysortovanych bunék byla nasledné izolovana RNA dle protokolu:

e Bunky centrifugovat pti 8 °C, 8 minut, 170 g

e (Odebrat supernatant

e Pridat 500 ul TRI reagent® (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati,
OH, USA)

e Pipetou prenést TRI reagent® s builkami do RNase/DNase-Free
mikrozkumavky

e Ptidat 100 pl chloroformu

e Ttepat, nechat stat 2 minuty pii pokojové teploté

e Centrifugace v chladu (8 °C, 15 minut, 14000 g)

e Odebrat 200 ul horni faze do RNase/DNase-Free mikrozkumavky

e Pridat 250 pl isopropanolu

e Protifepat, nechat 5 minut stat pii pokojové teploté

e (Centrifugace v chladu (8 °C, 8 minut, 14000 g)
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Odlit roztok z mikrozkumavky

Ptidat 20 pl 70% ethanolu

Odsat ethanol a vzorky nechat vyschnout od zbytkl ethanolu v termoblocku
pti 40 °C

Po vysuseni piidat 20 ul RNase-free H.O

Nechat rozpustit peletu v H>O pfti 65 °C, 5 min

Kvalita ziskané RNA byla kontrolovdna pomoci spektrofotometru Nanodrop.

Nasledoval ptepis pomoci reverzni transkripce.

4.10.3 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce ze ziskané RNA byla provedena s vyuzitim kitu SuperScript

IV RT (Invitrogen™, Praha, CR) dle pokyni vyrobce:

K 1 pg RNA pridat 1 pl ndhodnych 32 hexamert primert (Thermo
Scientific™) a 1 pl deoxynukleotidi (Thermo Scientific™)

Doplnit na objem 13 pl RNase-free H,O

Smés zahtat v thermocycleru na 65°C po dobu 5 minut a pfemistit na led

Do reakce ptidat: 4 pl 5X First-Strand buffer, 1 pul 0,1 M DTT, 1 pl RNase
inhibitoru (Invitrogen™) a 1 ul SuperScript IV RT

Smés vlozit do thermocycleru (5 min 25°C, 60 min 50°C, 15 min 75°C) a
poté ochladit na 4 °C

Vzniklou cDNA pouzit pro qPCR.

4.10.4 Méreni qPCR

Detekce relativni exprese gent byla provadéna pomoci qPCR na LigthCycler 480 II

v 384jamkové desticce v triplikatech. Jako kontrola byly pouZity dva housekeeping geny —
GAPDH a AKTIN. Pro vSechna méfeni byl pouzit 5x HOT FIFEPol EvaGreen (Solid

Biodyne, Tartu, Estonia). Pro reakci byl uzit nasledujici postup:

Kazdy vzorek smichat z 1 ul cDNA, 4 ul SYBR, 1 pl primeri F (forward)
+ R (reverse) (100 uM), 4 ul RNase-free H>O

Preinkubace 10 minut 95 °C

50 cyklt s profilem: 10 sek 95 °C; 30 sek 60 °C; 1 sek 72 °C

Zchladit na 40 °C
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4.11 Mikroskopie MSC/SC a splenocytu po ko-kultivaci

V 35 mm Petriho misky se sklenénym dnem (Nunc, Roskilde, Denmark) byly
MSC/SC ko-kultivovany se SPL v poméru 1:20 v 1 ml 10% RPMI po dobu 3 hodin. Pocet

MSC/SC nepiesahoval 10x10* pro lepsi piehlednost. Po uplynuti 3 hodin byly buiky

oplachnuty PBS a obarveny dle protokolu:

Fixace v 500 pl 4% parafolmaldehydu po dobu 30 minut

Po fixaci oplachnout buniky PBS

3x 10 minut v 500 pl roztoku 0,2% Triton X-100 (Merck) v PBS + 5% BSA
1 hodina barveni Phalloidin Green (Alexa Fluor 488; Merck) 1:100 a
primarni rat anti-mouse mAb CD45 (1:200; BioLegend, San Diego, CA,
USA) vroztoku Triton X-100 — pokojové teplota, piikryt parafilmem a
alobalem

2x promyt PBS

1 hodina barveni sekundarni goat anti-rat mAb 1:500 — pokojova teplota,
ptikryt parafilmem a alobalem

3x promyt PBS, odsat, osusit

Ptidat cca 30 pul Mowiolu (Calbiochem, Billerica, MA, USA) s DAPI 1
pg/ml (4,6-diamidino-2-phenylindole; Vectashield, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA)

Mikroskopie s vyuZzitim fluorescen¢niho mikroskopu Leica Dmi8

4.12 Statisticka analyza

Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny s vyuZitim programu GraphPad

Prism 8. Byl pouzit test ANOVA (Analysis of variance, jednosm&rnd analyza rozptylu) a

Dunnettiiv test, nebo dvouvybérovy (neparovy) t-test. Hodnoty statistické odchylky *p<

0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001 byly povazovany za signifikantni.
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5. Vysledky

5.1 Prenos mitochondrii do imunitnich bunék
Nejprve jsme chtéli ukazat a potvrdit, ze dochazi k prenosu mitochondrii z MSC a
SC do vSech nami zvolenych populaci SPL. Mitotransfer byl pozorovan jak s vyuzitim
fluorescencni mikroskopie (viz. Obr. 7), tak pritokové cytometrie (viz. Obr. 8). Pritokova
cytometrie ukazala, ze CD19" B lymfocyty maji mitotransfer ze v8ech nami zvolenych
populaci nejnizsi, jak je znazornéno na obrazku 8 a 11, nebo niz8i v porovnani s CD4" (viz.

Obr. 9 a 16)

-
F-aktin "

F-aktin

Obrazek 7. Fluorescencni mikroskopie pienosu mitochondrii z MSC/SC do SPL (CD45). A — mitotransfer
ze SC do SPL (CD45 — fialova). B — mitotransfer 7 MSC do SPL (CD45). Cytoskelet barven pomoci
phalloidinu (F-aktin — zelena), jadra pomoci DAPI — modra, mitochondrie pomoci MitoTracker Red —
Cervena. Zvetseno A: 400x, B: 630x. MSC — mezenchymalni kmenové burky, SC — Sertoliho buniky, MitoT —
MitoTracker Red.
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Obrazek 8. Ukdazka dotploti zndzoriiujicich pienos mitochondrii ze SC do SPL. Mitochondrie SC byly
obarveny MitoTracker Red. Gatovaci strategie mitotransferu viz. Obr. 5. MitoT — MitoTracker Red.

5.2 Zavislost mitochondrialniho transferu na primém kontaktu
bunék

Poté jsme potiebovali zjistit, zda a do jaké miry je mitotransfer zavisly na pfimém

kontaktu bunék. Z tohoto divodu byly SPL ko-kultivovany spolu s MSC nebo SC

s vyuzitim specidlni transwell kultivacni desti¢ky s inzertem, ktery oddéloval dvé bunééné

suspenze membranou. Pred ko-kultivaci byly MSC a SC obarveny mitochondrie s vyuZzitim

MitoTracker Red (v grafech MitoT), coZ umozZnilo nasledné sledovani jejich pifenosu do

jednotlivych populaci SPL (CD4", CD8*, CD19*, CD11b").

Z dosazenych vysledkti vyplyva, Ze je mitotransfer zavisly na pfimém kontaktu

bungk (viz. Obr. 9). Membrana zamezila pfenosu mitochondrii mezi MSC/SC a SPL.
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Obrazek 9. Zavislost mitotransferu na primém kontaktu bunék. Procentudlni zastoupeni mitoT pozitivnich
bunek, tedy bunék, které dostaly mitochondrie od MSC/SC. Méreno ze 3 nezavislych pokusi. SC — ko-
kultivace se Sertoliho bunkami, MSC — ko-kultivace s mezenchymalnimi kmenovymi buiikami, K —
mitotransfer po ko-kultivaci v primém kontaktu, T — mitotransfer po ko-kultivaci s vyuzitim transwell

kultivacni desticky, MitoT — MitoTracker Red. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 predstavuje statisticky
vyznamnou odchylku.
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5.3 Vliv mitochondrialniho transferu na prezivani splenocyti

Daéle jsme sledovali, jak ko-kultivace a pienos mitochondrii ovlivni pfezivani SPL.

Po 3hod ko-kultivaci s MSC/SC byly SPL obarveny Annexinem V, ktery je markerem

fosfatidylserinu na povrchu apoptotickych bunék.
Je vidét, ze v porovnani s buiikami, které mitochondrie nedostaly (mit"®), pieziva

vétSina mitP* populaci vyrazné Iépe, a to nezavisle na tom, zda mitochondrie dostaly od

MSC, nebo SC. Jedinou odlisnosti je populace CD8", u které vedl pfimy kontakt a pfenos

mitochondrii ke zvyseni podilu bunék v apoptdze (viz. Obr. 10A,B).
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Obrazek 10. Srovndni vilivu prijatych mitochondrii na apoptozu jednotlivych populaci SPL. A. Ukdzka
dotplotii. Buiiky pozitivni na Annexin V: CD4" mit"® a mit*, CD8" mit™¢ a mit"*. B. Procentudlni
zastoupeni apoptotickych bunék v jednotlivych populacich SPL. Méreno ze 3 nezavislych pokusii. SC — ko-
kultivace se Sertoliho bunkami, MSC — ko-kultivace s mezenchymalnimi kmenovymi bunkami, mit" —
splenocyty, které po ko-kultivaci nedostaly mitochondrie, mit’”* — splenocyty, které po ko-kultivaci dostaly
mitochondrie. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku.

5.4 Mitochondrialni transfer a vliv poSkozeni mitochondrii

V nésledujicim kroku jsme se chtéli zaméfit vic na porovnédni schopnosti MSC a SC
pfenaSet mitochondrie a zjistit, zda poSkozeni mitochondrii u SPL povede k vétSimu
prenosu mitochondrii z MSC/SC. Pied ko-kultivaci byly SPL ovlivnény po dobu 2 hod 15
uM OL, nebo 5 uM ROT.

Ze ziskanych vysledki jsme nepozorovali vy$§i pienos mitochondrii ze SC.

Mitotransfer z MSC byl ve vétsing ptipadi vyssi, nebo stejny.

Z hlediska poskozeni mitochondrii, az na CD8" buiiky poskozené OL, se nam dana

hypotéza nepotvrdila. Poskozeni SPL pomoci ROT dokonce vedlo ke zjevnému sniZeni

cvwr
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CD19" B lymfocyti ve srovnani s ostatnimi populacemi SPL, a to nezavisle na poSkozeni

mitochondrii (viz. Obr. 11).

¥ +
cD4 o cDs -
100 100+ — —
a3k k k A
- -
3 3
3 3
3 a
g 3
(-} o
. =
S s
= H
B =
sC MSC sC MSC
cD19* cD11b*
100+ 100

- -

2 g0 g

3 3

-] £

N 60 o

[=] (=]

Q [-%

= =

2 =l

H =

= =

sC MSC sC MSC

Obrazek 11. Viiv poskozeni mitochondrii SPL na mitotransfer. Procentualni zastoupeni MitoTracker Red
pozitivnich bunék. Méreno ze 4 nezavislych pokusii. SC — ko-kultivace se Sertoliho buiikami, MSC — ko-
kultivace s mezenchymalnimi kmenovymi burikami, SPL — neovlivnéné splenocyty, OL — splenocyty ovlivnéné
oligomycinem, ROT — splenocyty oviivnéné rotenonem. MitoT — bunky pozitivni na MitoTracker Red.
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku.

Pro pochopeni, ¢im je tak rozdilny mitotransfer zptsoben, byl zkouman vliv OL a
ROT na samotné SPL pted ko-kultivaci. SPL byly ovlivnény OL nebo ROT po dobu 2
hod. Nasledné¢ byla sledovana mira poskozeni mitochondrii jako podil jejich masy a

potencialu, celkové ptezivani bun¢k a tvorbu kyslikovych radikdlt (ROS) (viz. Obr. 12,
13, 14).
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5.4.1 PoSkozeni mitochondrii
Pro pochopeni celkového stavu mitochondrii byl ziskan koeficient, zaloZzeny na
podilu MitoSpy Green a MitoTracker Red, tedy masy a potencialu. Cim je dany koeficient
nizsi, tim vice funk¢ni je mitochondrie. Ze ziskanych vysledka vyplyva, ze ovlivnéni ROT
nevedlo k vyznamnému posSkozeni mitochondrii. U OL jsme pozorovali vyznamnéjsi

tendenci, piedevs§im u CD19" bungk (viz. Obr. 12).
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Obrazek 12. Vliv oligomycinu a rotenonu na stav mitochondrii ve SPL. Hodnoty jsou koeficienty podilu
MFTI (mean fluorescent intensity) mitochondrialni masy a potencialu. Méreno ze 3 nezavislych pokusii. SPL —
neovlivnéné splenocyty, OL — SPL ovlivnéné oligomycinem, ROT — SPL ovlivnéné rotenonem, MitoS —
MitoSpy Green, MitoT — MitoTracker Red.
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5.4.2 Apoptoza
Daéle jsme zjist'ovali, zda OL a ROT ovlivni ptezivani SPL. Po 2 hod kultivaci s OL

a ROT nebylo detekovéano signifikantni zvySeni procentudlniho zastoupeni Annexin
V pozitivnich bunék, tedy bun¢k nachazejicich se v apoptdéze. Na druhou stranu jsme
ukéazali, ze B lymfocyty (CD19") maji ze vSech populaci SPL nejvétsi podil bunék
v apoptoze, a to jak kontrolni skupina, tak skupiny ovlivnéné OL/ROT (viz. Obr. 13).
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Obrazek 13. Vliv oligomycinu a rotenonu na apoptozu SPL. Procentudlni zastoupeni apoptotickych bunék
exprimujicich PS. Méreno ze 3-4 nezavislych pokusii. SPL — neovlivnéné splenocyty, OL — SPL ovlivnéné
oligomycinem, ROT — SPL ovlivnéné rotenonem.

35



5.4.3 Tvorba kyslikovych radikalu
Kyslikové radikaly (ROS) indukuji mitotransfer (Mistry et al., 2019). Z tohoto
divodu jsme potiebovali zjistit, zda OL a ROT ovlivni jejich tvorbu. Ziskané vysledky
vypovidaji o tom, ze nedochazi k signifikantnimu zvyseni tvorby ROS po ovlivnéni OL a
ROT. Dale bylo ukazano, ze CD19" B lymfocyty maji tvorbu ROS ze vSech populaci
nejnizsi, naopak CD11b" nejvyssi (viz. Obr. 14).
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Obrazek 14. Viiv oligomycinu a rotenonu na tvorbu ROS. MFI markeru produkce ROS, DCF
(Dichlorodihydrofluorescein), v jednotlivych populacich SPL. Méreno ze 4-6 nezavislych pokusi. SPL —
neovlivnéné splenocyty, OL — SPL ovlivnéné oligomycinem, ROT — SPL ovlivnéné rotenonem. MFI — mean

fluorescence intensity.

5.5 Vliv kyslikovych radikalit na mitochondrialni transfer
Déle jsme ovéfovali zéavislost mitotransferu na tvorbé ROS u SPL. V ramci
nasledujiciho pokusu byly SPL kultivovany s induktorem tvorby ROS - H>O,,
antioxidantem — N-acetylcysteinem (NAC), nebo jejich kombinaci po dobu 24 hod.
Naésledovala 3hod ko-kultivace s MSC/SC a analyza mitotransferu. Ziskané vysledky byly
piekvapujici ptedev§im z divodu, Ze neodpovidaly vysledkiim ptfedeSlym (viz. Obr. 7).

Tento experiment ukdzal, ze maji CD19" bufiky, a to i v pfipadé kontrolni skupiny,
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mitotransfer nejvyssi (viz. Obr. 15). Jelikoz byl tento experiment provadén na starSich
mysich (~8mési¢ni), byl nasledné¢ 