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Abstrakt  

Mezenchymální kmenové buňky (mesenchymal stem cells – MSCs) mají schopnost 

modulovat imunitní odpověď. K působení na imunitní buňky využívají řadu mechanismů. 

Jedním z nich je mitochondriální přenos. Přijetí mitochondrií od MSCs indukuje v imunitních 

buňkách metabolické změny, a podporuje tím jejich přesmyk na protizánětlivý fenotyp. Díky 

svým vlastnostem mají MSCs potenciál pro využití v terapiích, například v léčbě 

autoimunitních onemocnění. Problémem terapií využívajících MSCs je jejich nízká účinnost, 

která je způsobena především vysokou úmrtností kmenových buněk po transplantaci. Aby bylo 

dosaženo alespoň nějakého účinku, je potřeba velkého počtu buněk, který lze získat pouze 

expanzí in vitro. Avšak dlouhodobá kultivace má negativní vliv na MSCs a jejich 

imunomodulační působení. Podpoření funkce MSCs by mohlo vést ke zvýšení účinnosti terapií. 

Cílem této práce bylo zjistit, zda lze stimulací MSCs vybranými faktory modulovat 

mitochondriální přenos. 

MSCs byly ovlivněny rapamycinem, růstovým faktorem podobným inzulinu 1 (insulin-

like growth factor 1 – IGF-1), interferonem gama, nebo oligomycinem a následně byl zkoumán 

vliv těchto faktorů na mitochondrie a jejich přenos do imunitních buněk, metabolismus a 

imunomodulační působení MSCs. Ukázali jsme, že stimulace MSCs IGF-1, nebo 

oligomycinem vede ke zvýšení přenosu mitochondrií do imunitních buněk a že mitochondrie 

jsou preferenčně předávány aktivovaným buňkám s prozánětlivým fenotypem. 

Imunosupresivní účinky MSCs na T-lymfocyty zůstávají po stimulaci IGF-1, nebo 

oligomycinem zachovány.  
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mitofagie, rapamycin, růstový faktor podobný inzulinu 1, interferon gama, oligomycin 

 

  



 

 

Abstract 

Mesenchymal stem cells (MSCs) have the ability to modulate the immune response. They 

use several mechanisms to affect the function of immune cells, and mitochondrial transfer is 

one of them. Recieving mitochondria from MSCs induces metabolic changes in immune cells, 

thereby promoting their shift to an anti-inflammatory phenotype. Due to their properties, MSCs 

have a potencial to be used in therapies, for example in a treatment of autoimmune diseases. 

The problem of MSCs-based therapies is their low efficacy, mainly due to the high mortality of 

stem cells after transplantation. In order to achieve at least some effect, the large number of 

cells is needed for application. The required number of cells can be obtained only by in vitro 

expansion. However, a long-term culture has a negative impact on MSCs and their 

immunomodulatory properties. Enhancing MSCs function could increase the efficacy of  

MSCs-based therapies. The aim of this thesis was to determine whether mitochondrial transfer 

can be modulated by stimulation of MSCs with selected factors. 

MSCs were treated with rapamycin, insulin-like growth factor 1 (IGF-1), interferon 

gamma, or oligomycin. Then the effect of these factors on mitochondria and their transfer to 

immune cells, metabolism, and immunomodulatory properties of MSCs was analyzed. We 

showed that stimulation of MSCs with IGF-1, or oligomycin leads to increased mitochondrial 

transfer to immune cells and that mitochondria are preferentially transferred to activated 

immune cells with a pro-inflammatory phenotype. The immunosuppressive effects of MSCs on 

T cells are maintained after stimulation of cells with IGF-1, or oligomycin. 
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Seznam použitých zkratek 

ATP  Adenosintrifosfát (adenosine triphosphate) 

Breg  Regulační B-lymfocyty (regulatory B cells) 

Drp1  Protein příbuzný dynaminu 1 (dynamin-related protein 1) 

EV  Extracelulární váčky (extracellular vesicles) 

FBS  Fetální bovinní sérum (fetal bovine serum) 

GJC  Těsné spoje (gap junctions) 

GVHD  Reakce štěpu proti hostiteli (graft versus host disease) 

IDO  Indolamin 2,3-dioxygenáza (indolamine 2,3-dioxygenase) 

IFNγ  Interferon gama (interferon gamma) 

IGF-1  Růstový faktor podobný inzulinu 1 (insulin-like growth factor 1) 

IL  Interleukin (interleukin) 

iPSCs  Indukované pluripotentní kmenové buňky (induced pluripotent stem cells) 

Mfn1  Mitofusin 1 (mitofusin 1) 

Mfn2  Mitofusin 2 (mitofusin 2) 

MSCs   Mezenchymální kmenové buňky (mesenchymal stem cells) 

mtDNA Mitochondriální DNA (mitochondrial DNA) 

NO  Oxid dusnatý (nitric oxide) 

Opa1  Protein optické atrofie 1 (optic atrophy 1) 

PBS  Fosfátový pufr (phosphate saline buffer) 

PD-1   Receptor programované buněčné smrti 1 (programmed cell death 1) 

PGC-1α PPARγ koaktivátor 1 alfa (PPARγ coactivator 1 alpha) 

PINK1  PTEN-indukovaná protein kináza 1 (PTEN-induced kinase 1) 

qPCR Kvantitativní polymerázová řetězová reakce (quantitative polymerase chain 

reaction) 

ROS  Reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species) 

TGF-β  Transformující růstový faktor beta (transforming growth factor beta) 

TLR  Toll-like receptor (Toll-like receptor) 

TNFα  Faktor nádorové nekrózy alfa (tumor necrosis factor alpha) 

TNT  Tunelové nanotrubičky (tunneling nanotubes) 

Treg  Regulační T-lymfocyty (regulatory T cells) 
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1 Úvod 

 Mezenchymální kmenové buňky (mesenchymal stem cells – MSCs) jsou multipotentní 

buňky vyskytující se v různých tkáních, kde se podílejí na udržování homeostázy. Mimo jejich 

schopnost diferencovat do mnoha buněčných typů, MSCs mají imunomodulační, 

antiapoptotické, proangiogenní a antioxidační účinky. Působení na okolní buňky je 

zprostředkováno produkcí různých cytokinů, růstových faktorů a extracelulárních váčků 

(extracellular vesicles – EV), interakcí prostřednictvím povrchových molekul nebo přenosem 

mitochondrií (shrnuto v: Fan et al. 2020). A právě mitochondriím a jejich přenosu bude 

věnována pozornost v této diplomové práci. 

Díky svým regeneračním a imunomodulačním vlastnostem mají MSCs potenciál pro 

využití v medicíně v léčbě řady poranění a autoimunitních onemocnění. Avšak klinické studie 

testující bezpečnost a účinnost terapií využívajících MSCs nedosáhly požadovaných výsledků. 

Nekonzistentní výsledky klinických studií jsou způsobeny vysokou heterogenitou MSCs. Zdroj 

MSCs, doba a podmínky kultivace, všechny tyto faktory ovlivňují fenotyp MSCs, a tedy i jejich 

terapeutický efekt (shrnuto v: Fan et al. 2020). Dalším problémem je vysoká úmrtnost 

transplantovaných MSCs, jež je způsobena především neschopností MSCs vypořádat se 

s velkým metabolických stresem, který buňky zažívají po přenosu z kultivačních podmínek do 

ischemického prostředí poškozené tkáně (shrnuto v: Salazar-Noratto et al. 2020). Cílem 

vědecké komunity je tyto problémy vyřešit. Výzkumné týmy zabývající se problematikou 

MSCs zaměřily svou pozornost na modulaci kultivačních podmínek s cílem podpořit přežívání 

kmenových buněk po transplantaci. Dalším zkoumaným přístupem je přímé ovlivnění MSCs 

vedoucí k podpoření jejich funkce (shrnuto v: Fan et al. 2020). 

Tato práce se zabývá vlivem rapamycinu, růstového faktoru podobného inzulinu 1 

(insulin-like growth factor 1 – IGF-1), interferonu gama (IFNγ) a oligomycinu na MSCs a jejich 

schopnost předávat mitochondrie imunitním buňkám. Dále pak popisuje změny fenotypu 

imunitních buněk indukované působením MSCs.  
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2 Literární přehled 

2.1 Charakterizace mezenchymálních kmenových buněk 

MSCs byly poprvé popsány před více než 50 lety. Friedenstein a kolegové je definovali 

jako v kostní dřeni sídlící buňky schopné adherovat na plastový povrch, proliferovat a 

diferencovat do buněk kostní tkáně (Friedenstein et al., 1970). V dnešní době je známo, že 

kostní dřeň není jediným místem výskytu MSCs. MSCs se nacházejí téměř ve všech tkáních, 

kde sídlí v nikách kmenových buněk lokalizovaných kolem cév (Pagella et al., 2021). Podařilo 

se je izolovat z tukové tkáně, zubní dřeně, synoviální membrány kloubu, šlach, placenty či 

pupečníkové krve (obrázek 1) (De Bari et al., 2001; Lee et al., 2004; Miao et al., 2006; 

Pierdomenico et al., 2005; Salingcarnboriboon et al., 2003; Zuk et al., 2001). MSCs lze získat 

také diferenciací indukovaných pluripotentních kmenových buněk (induced pluripotent stem 

cells – iPSCs). Takto získané MSCs vykazují vyšší proliferační kapacitu. Jejich vlastnosti jsou 

ale ovlivněny vlastnostmi buňky, z níž byla iPSCs vytvořena (Lee et al., 2023). 

Jelikož nebyl objeven žádný specifický povrchový znak pro MSCs, který by umožnil 

jejich snadnou identifikaci, byla roku 2006 stanovena minimální kritéria pro charakterizaci 

MSCs. Dle těchto kritérií lze buňku charakterizovat jako MSCs, pokud je adherentní k plastu, 

diferencuje in vitro na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty a exprimuje na svém povrchu 

molekuly CD105, CD90 a CD73 a naopak je negativní na CD45, CD34, CD14, CD19 a CD11b 

(Dominici et al., 2006). Míra exprese jednotlivých povrchových znaků se však může lišit 

u MSCs izolovaných z různých tkání. Co se diferenciace týče, MSCs mohou upřednostňovat 

diferenciaci na určitý buněčný typ v závislosti na jejich původu. Jako příklad lze uvést 

porovnání MSCs izolovaných z kostní dřeně a tukové tkáně, z něhož vyplývá, že MSCs z kostní 

dřeně vykazují vyšší osteogenní a chondrogenní potenciál, zatímco MSCs z tukové tkáně 

upřednostňují diferenciaci na adipocyty (Mohamed-Ahmed et al., 2018). Diferenciační 

potenciál MSCs (obrázek 1) není omezen pouze na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty. Za 

přítomnosti specifických faktorů mohou dát vzniknout také neuronům, kardiomyocytům, 

hepatocytům či endoteliálním buňkám (Bae et al., 2011; Der Lee et al., 2004; Shen et al., 2017; 

Wang et al., 2018).  

Z důvodu vysoké heterogenity MSCs bylo vydáno doporučení, aby se kromě splnění 

minimálních kritérií testovala také funkce MSCs, což zahrnuje například analýzu sekretomu či 

měření jejich imunomodulačního potenciálu (Viswanathan et al., 2019).  
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   Obrázek 1: Zdroje a diferenciační potenciál MSCs; vlastní tvorba (vytvořeno v: BioRender.com) 

2.1.1 Imunomodulační funkce 

Jednou z významných funkcí MSCs je jejich schopnost modulovat imunitní systém 

(obrázek 2). MSCs mají vliv na buňky přirozené i adaptivní imunity. Jejich působení je 

především imunosupresivní, podporují tedy diferenciaci a působení buněk s protizánětlivých 

účinkem, jako jsou regulační T-lymfocyty (regulatory T cells – Treg), regulační B-lymfocyty 

(regulatory B cells – Breg) (Park et al., 2015) a M2 makrofágy (Liu et al., 2019). Oproti tomu 

proliferace T-lymfocytů a B-lymfocytů i jejich diferenciace na Th1, Th17 a plazmatické buňky 

je v přítomnosti MSCs potlačena (Park et al., 2015). Stejně tak je potlačena polarizace 

makrofágů na prozánětlivý M1 fenotyp (Liu et al., 2019). 

Komunikaci mezi MSCs a imunitními buňkami zprostředkovává řada mechanismů 

(shrnuto v: Fan et al. 2020). Zde jsou popsány tři z nich, a to interakce prostřednictvím 

povrchových molekul, parakrinní aktivita a přenos mitochondrií. Každá buňka má na svém 

povrchu několik různých typů povrchových molekul, z nichž některé fungují jako receptory. 

Ty po rozpoznání ligandu spouštějí signalizační dráhy vedoucí ke změně buněčných procesů.  

Jedním z příkladů je Fas receptor na povrchu T-lymfocytů, který rozpoznává Fas ligand na 

povrchu MSCs. Tato interakce vede ke spuštění drah indukujících apoptózu T-lymfocytů. 

Apoptotická tělíska jsou fagocytována makrofágy. Ty v důsledku toho zvýší produkci 

transformujícího růstového faktoru beta (transforming growth factor beta – TGF-β), čímž 
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podporují vznik Treg (Akiyama et al., 2012). Dalším příkladem je receptor programované 

buněčné smrti 1 (programmed cell death 1 – PD-1) na povrchu T-lymfocytů. Interakce  

receptoru PD-1 s jeho ligandem, jehož exprese na povrchu MSCs se po setkání s T-lymfocyty 

zvyšuje, se podílí na indukci Treg (Azevedo et al., 2020). Co se parakrinní aktivity týče, MSCs 

produkují různé rozpustné faktory či EV, a ovlivňují tak imunitní buňky ve svém okolí. 

Rozpustné faktory produkované MSCs zahrnují například cytokiny TGF-β a interleukin       

(IL)-6, chemokiny CCL2 a CXCL12, hepatocytární růstový faktor, oxid dusnatý (nitric oxide 

– NO) či indolamin 2,3-dioxygenázu (indolamine 2,3-dioxygenase – IDO)  (Giri et al., 2020; 

Liu et al., 2019; Ren et al., 2008; van Buul et al., 2012). EV produkované MSCs mohou 

obsahovat výše zmíněné rozpustné faktory nebo mikroRNA. Jelikož jsou váčky obaleny 

membránou, mohou na svém povrchu nést povrchové molekuly, například již zmíněný ligand 

receptoru PD-1, a interagovat tak s receptory na imunitních buňkách. Všechny tyto molekuly 

přenášené EV přispívají k indukci imunosuprese (Kim et al., 2020; Li et al., 2021). Produkce 

EV je také jeden z mechanismů, který se uplatňuje v přenosu mitochondrií. Přenos mitochondrií 

se podílí na imunomodulaci tím, že indukuje metabolické změny v recipientních buňkách 

(Morrison et al., 2017). Jeho detailnějšímu popisu je v této práci věnována samostatná kapitola. 

Imunomodulační účinky izolovaných EV odvozených od MSCs přitáhly pozornost vědců. 

V současné době probíhá několik klinických studií testujících jejich využití v léčbě jako 

alternativu buněčné terapie založené na MSCs (zdroj: MSC-EVs | Card Results | 

ClinicalTrials.gov). 

V posledních letech bylo publikováno několik studií poukazujících na klíčovou roli 

metabolismu v regulaci funkcí MSCs. Příkladem je práce Contreras-Lopeza a kolegů, která 

popisuje zvýšení imunosupresivní funkce MSCs po ovlivnění oligomycinem, inhibitorem ATP 

syntázy, jenž narušuje funkci mitochondrií a podporuje přechod buněk na glykolýzu 

(Contreras-Lopez et al., 2020). Běžně se k indukci imunomodulačního působení MSCs 

používají prozánětlivé cytokiny, konkrétně IFNγ a faktor nádorové nekrózy alfa (tumor 

necrosis factor alpha – TNFα). IFNγ a TNFα mimikují prostředí zánětu a podporují uvolňování 

imunosupresivních faktorů, jako je například IDO či prostaglandin E2. Analýza metabolismu 

ukázala vyšší zapojení glykolýzy u MSCs ovlivněných IFNγ a TNFα ve srovnání 

s nestimulovanými MSCs (Contreras-Lopez et al., 2020; Liu et al., 2019). Tyto výsledky 

ukazují, že glykolytický metabolismus je nezbytný pro vykonávání imunomodulační funkce 

MSCs, a proto by přeprogramování na glykolýzu mohlo být použito ke zvýšení jejich 

terapeutického potenciálu.  

https://clinicaltrials.gov/
https://clinicaltrials.gov/
https://clinicaltrials.gov/
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Obrázek 2: Imunomodulační působení MSCs; zkratky: Breg – regulační B-lymfocyty, Treg – regulační 

T-lymfocyty; vlastní tvorba (vytvořeno v: BioRender.com) 

2.2 Terapeutické využití mezenchymálních kmenových buněk 

Imunomodulační a regenerační účinky předurčují MSCs k použití v terapiích (shrnuto v: 

Fan et al. 2020). Počátkem tohoto roku bylo evidováno 1441 klinických studií, převážně fáze I 

a fáze II, testujících využití MSCs v léčbě řady onemocnění, jež zahrnují například některé 

kardiovaskulární, neurodegenerativní a autoimunitní choroby (infarkt myokardu, 

Alzheimerova choroba, roztroušená skleróza, diabetes 1. typu), komplikace doprovázející 

transplantace hematopoetických kmenových buněk nebo orgánů (reakce štěpu proti hostiteli 

(graft versus host disease – GVHD), rejekce transplantátu) a různé typy poranění (poranění 

míchy, zlomeniny, popáleniny). První klinická studie, která testovala využití MSCs v léčbě 

osteogenesis imperfekta, genetického onemocnění kostí, byla zahájena roku 1995 (zdroj: 

Mesenchymal Stem Cells | Card Results | ClinicalTrials.gov). Za téměř 30 let testování 

bezpečnosti a účinnosti terapií založených na MSCs byla v Evropě povolena pouze jedna léčba 

– Alofisel. Tato terapie, založená na aplikaci MSCs izolovaných z tukové tkáně, je používána 

k léčbě fistulí u pacientů s Crohnovou chorobou (zdroj: Alofisel | European Medicines Agency 

(europa.eu)).  

2.2.1 Faktory ovlivňující účinnost terapií 

Terapie využívající MSCs jsou považovány za bezpečné, avšak jejich účinnost bývá často 

nedostatečná. To je dáno jednak vysokou heterogenitou MSCs, a jednak nízkou mírou přežívání 

MSCs po transplantaci. MSCs pocházející z různých zdrojů se liší svými vlastnostmi, a to je 

potřeba zohlednit při výběru MSCs pro konkrétní terapii. Jak již bylo zmíněno, MSCs izolované 

https://clinicaltrials.gov/search?intr=Mesenchymal%20Stem%20Cells
https://clinicaltrials.gov/search?intr=Mesenchymal%20Stem%20Cells
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/alofisel
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/alofisel
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z různých tkání mohou mít odlišný diferenciační potenciál a různou míru exprese povrchových 

znaků (Mohamed-Ahmed et al., 2018). Rozdíly nejsou dány pouze typem tkáně, z níž byly 

MSCs získány, ale také dárcem. Řada faktorů, jako je věk, zdravotní stav či pohlaví, má vliv 

na vlastnosti MSCs. Studie porovnávající MSCs izolované z mladých a starých jedinců udávají, 

že s rostoucím věkem se mění morfologie buněk, snižuje se proliferace a schopnost 

diferencovat na osteoblasty a chondrocyty (Choudhery et al., 2014; Kornicka et al., 2015). 

Pohlaví má vliv na imunomodulační působení MSCs (Mckinnirey et al., 2021). Použití MSCs 

z různých zdrojů pak vede k nekonzistentním výsledkům klinických studií. Experimenty na 

myších modelech ukazují, že velké procento MSCs umírá již během prvního týdne po 

transplantaci. Transplantované buňky se dostávají do zánětlivého ischemického prostředí 

poškozené tkáně, kde zažívají velký metabolický stres, který většina buněk není schopna 

zvládnout (Moya et al., 2018). Desítky až stovky milionů MSCs jsou potřeba pro jednoho 

pacienta, aby bylo dosaženo alespoň nějakého účinku. Jelikož nelze dostatečný počet buněk 

získat od dárce, je nutné je expandovat in vitro (Dreyer et al., 2020; Kurtzberg et al., 2020). 

Standardně jsou MSCs kultivovány za normoxických podmínek při 37 °C. Dlouhodobá 

kultivace za takovýchto podmínek má však negativní vliv na MSCs. MSCs z pozdních pasáží 

vykazují se senescencí asociované morfologické změny, snížený proliferační a diferenciační 

potenciál a omezenou imunomodulační funkci (de Witte et al., 2017; Li et al., 2019; Wang et 

al., 2021; Yang et al., 2018). 

Změna kultivačních podmínek nebo stimulace MSCs různými rozpustnými faktory jsou 

dva hlavní přístupy, které by mohly pomoci překonat výše zmíněné problémy, a zvýšit tak 

účinnost terapií. Kultivace MSCs v hypoxii nebo v bezsérovém médiu indukuje metabolické 

změny, především tedy přechod na glykolýzu a s tím spojené snížení mitochondriální funkce. 

Takto kultivované MSCs vykazují vyšší přežívání v ischemickém prostředí ve srovnání s MSCs 

kultivovanými za standardních podmínek (Beegle et al., 2015; Moya et al., 2017). Působení 

některých cytokinů, růstových faktorů a malých molekul pozitivně ovlivňuje funkce MSCs. 

Stimulace peroxidem vodíku podporuje jejich přežívání a regenerační účinky (Guo et al., 2020). 

Přežívání a regenerační účinky jsou zvýšeny také po stimulaci rapamycinem, který v MSCs 

aktivuje autofagii (Li et al., 2020). Prozánětlivé cytokiny (IFNγ, TNFα), či ligandy toll-like 

receptoru (TLR)3 a TLR4 jsou naopak používány k aktivaci imunosupresivního působení 

MSCs (Contreras-Lopez et al., 2020; Liu et al., 2019; Rashedi et al., 2017). Zvýšení přežívání 

MSCs či podpora jejich imunomodulační a reparační funkce by mohly vést ke snížení 
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terapeutické dávky MSCs, a tedy ke zkrácení doby kultivace, což by omezilo změny fenotypu, 

k nimž během in vitro expanze dochází. 

2.3 Mitochondrie mezenchymálních kmenových buněk 

Mitochondrie jsou buněčné organely hrající zásadní roli v energetickém metabolismu. 

Jsou v buňce největším producentem adenosintrifosfátu (adenosine triphosphate – ATP). Ten 

je v mitochondriích syntetizován během oxidativní fosforylace a slouží jako zdroj energie 

v mnoha buněčných procesech. Kromě toho se mitochondrie podílejí na regulaci stavu a funkcí 

MSCs. Změna struktury a počtu mitochondrií, metabolismu, membránového potenciálu či 

produkce reaktivních forem kyslíku (reactive oxygen species – ROS), všechny tyto faktory mají 

vliv na sebeobnovu, diferenciaci a apoptózu MSCs a jejich regenerační a imunomodulační 

působení.  

2.3.1 Mitochondriální dynamika 

Mitochondrie jsou velmi dynamické organely. V závislosti na stavu a potřebách buňky 

dochází k jejich fúzi nebo oddělení. Hlavními mediátory fúze mitochondrií jsou 

transmembránové GTPázy mitofusin 1 (Mfn1), mitofusin 2 (Mfn2) a protein optické atrofie 1 

(optic atrophy 1 – Opa1). Mfn1 a Mfn2 se podílejí na fúzi vnější mitochondriální membrány, 

zatímco Opa1 reguluje fúzi membrány vnitřní a podílí se na remodelaci krist (Song et al., 2009). 

Pro dělení mitochondrií je zásadní GTPáza nazývaná protein příbuzný dynaminu 1 (dynamin-

related protein 1 – Drp1). Drp1 vytváří kolem vnější mitochondriální membrány oligomer 

prstencovitého tvaru, to vede k zaškrcení a následnému oddělení mitochondrií (Basu et al., 

2017).  

MSCs v nediferencovaném stavu využívají glykolýzu jako hlavní metabolickou dráhu 

pro syntézu ATP. Oxidativní fosforylace je u nich snížena. Mitochondrie nediferencovaných 

MSCs jsou spíše oddělené, netvoří dlouhé mitochondriální sítě (Forni et al., 2016). Feng a 

kolegové popisují snížení exprese povrchové molekuly CD90 v MSCs po inhibici Drp1, 

z čehož vyplývá, že dělení mitochondrií se podílí na udržení kmenovosti MSCs (Feng et al., 

2019). Během osteogenní a adipogenní diferenciace dochází k většímu zapojení oxidativního 

metabolismu, a tedy k nárůstu mitochondriální aktivity. MSCs diferencující na osteoblasty a 

adipocyty vykazují výrazné propojení mitochondrií. Byla u nich pozorována také zvýšená 

exprese genů kódujících GTPázy Mfn1 a Mfn2. Chondrogenní diferenciace je naopak spojena 

s nárůstem exprese Drp1, který je nezbytný pro dělení mitochondrií. MSCs diferencující na 
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chondrocyty mají mitochondrie sférického tvaru a preferují, stejně jako nediferencované MSCs, 

glykolytický metabolismus (Forni et al., 2016; Shum et al., 2016). Ke změnám struktury 

mitochondrií dochází také při kultivaci MSCs za normoxických podmínek. Během kultivace 

MSCs se zvyšuje exprese Mfn2 a klesá exprese Drp1, což má za následek fúzi mitochondrií. 

Tvorba mitochondriální sítě je spojena s přechodem MSCs na oxidativní metabolismus (Li 

et al., 2019). Apoptóza MSCs je spojena se snížením exprese proteinů asociovaných 

s mitochondriální fúzí. Mitochondrie apoptotických buněk jsou oddělené a mají narušenou 

strukturu krist (Ma et al., 2020).  

2.3.2 Mitofagie a biogeneze mitochondrií 

Mitofagie a mitochondriální biogeneze jsou dva hlavní procesy, které se podílejí na 

regulaci množství mitochondrií v buňce. Během mitofagie jsou v buňce degradovány nefunkční 

nebo nadbytečné mitochondrie. Tento proces je regulován PTEN-indukovanou protein kinázou 

1 (PTEN-induced kinase 1 – PINK1) a E3 ubikvitin ligázou Parkin. PINK1 se akumuluje na 

vnější membráně depolarizovaných mitochondrií, kde zároveň dochází k její autofosforylaci. 

To aktivuje ligázu Parkin, která ubikvitinuje proteiny vnější mitochondriální membrány, jako 

jsou například Mfn1 a Mfn2. Mitochondrie značené ubikvitinem jsou následně degradovány 

autofagií (Vives-Bauza et al., 2010). Syntéza nových mitochondrií je vyžadována při buněčném 

dělení nebo při zvýšení energetických potřeb buňky. Proces mitochondriální biogeneze 

zahrnuje replikaci mitochondriální DNA (mitochondrial DNA – mtDNA) a transkripci a 

translaci mitochondriálních proteinů, které jsou kódovány jednak v jádře, a jednak 

v mitochondrii. Jeho hlavním regulátorem je PPARγ koaktivátor 1 alfa (PPARγ coactivator 1 

alpha – PGC-1α) (Wu et al., 1999). 

Hromadění poškozených mitochondrií v buňce vede k indukci senescence či apoptózy. 

Mitofagie, během níž jsou poškozené mitochondrie odstraňovány, potlačuje senescenci MSCs 

(Lee et al., 2020) a podílí se také na udržování jejich kmenovosti (Feng et al., 2021). Fan a 

kolegové ukázali, že krátkodobý oxidační stres aktivuje mitofagii jako protektivní účinek proti 

oxidativnímu poškození. Vystavení MSCs dlouhodobému oxidačnímu stresu však vede ke 

snížení mitofagie a indukci apoptózy (Fan et al., 2019). Osteogenní a adipogenní diferenciace 

MSCs je doprovázena nárůstem mitochondriální masy. Zvyšuje se exprese PGC-1α a přibývá 

kopií mtDNA, což potvrzuje probíhající biogenezi mitochondrií (Forni et al., 2016; Zhang 

et al., 2013). Během diferenciace MSCs na chondrocyty dochází ke snížení mitochondriální 

aktivity, jež je zprostředkováno fragmentací mitochondrií a mitofagií (Forni et al., 2016). 
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Mitofagie hraje důležitou roli také při osteogenní diferenciaci, kde se podílí na udržování 

buněčné homeostázy odstraněním poškozených mitochondrií. Zhang a kolegové ve své studii 

uvádějí, že exprese Parkin během osteogenní diferenciace narůstá. MSCs, u kterých je exprese 

Parkin potlačena, mají sníženou schopnost diferencovat na osteoblasty (Zhang et al., 2020). 

2.3.3 Reaktivní formy kyslíku 

Mitochondrie jsou největším producentem ROS v buňce. ROS zde vznikají jako vedlejší 

produkt oxidativní fosforylace, a to především činností komplexu I, komplexu II a komplexu 

III mitochondriálního dýchacího řetězce (Quinlan et al., 2013). ROS mají v buňce důležitou 

roli, jelikož fungují jako signální molekuly. Avšak jejich nadměrná produkce je příčinou 

oxidačního stresu, jenž přispívá k buněčné senescenci (Jeong & Cho, 2015; Lin et al., 2018).   

Nediferencované MSCs sídlící v hypoxických nikách preferují glykolytický 

metabolismus, čímž omezují produkci mitochondriálních ROS. Z toho důvodu nedochází 

k oxidativnímu poškození buněk a MSCs vykazují delší životnost (Estrada et al., 2012). Přidání 

antioxidantů však zabraňuje vstupu MSCs do S fáze buněčného cyklu. Určité hladiny ROS jsou 

proto nezbytné pro udržení schopnosti sebeobnovy MSCs (Lyublinskaya et al., 2015). Během 

kultivace za normoxických podmínek dochází ke zvýšení mitochondriální aktivity. Zvyšuje se 

také produkce ROS, což má za následek nárůst počtu senescentních MSCs. Souvislost mezi 

produkcí ROS a senescencí byla prokázána přidáním antioxidantů, které vedlo ke snížení počtu 

senescentních MSCs v kultuře (Jeong & Cho, 2015; Yang et al., 2018). ROS se podílejí také na 

regulaci diferenciace MSCs. Mitochondriální ROS jsou nezbytné pro adipogenní diferenciaci 

(Wang et al., 2015). Naopak osteogenní diferenciace je při zvýšené produkci ROS potlačena. 

Toto zjištění vysvětluje zvýšený výskyt osteoporózy u starších jedinců, jelikož s věkem narůstá 

v buňce množství ROS, které negativně ovlivňují schopnost MSCs diferencovat na osteoblasty 

(Lin et al., 2018). Chen a kolegové ve své studii popisují zvýšení exprese antioxidačních 

enzymů, konkrétně superoxid dismutázy a katalázy, v průběhu osteogenní diferenciace MSCs. 

Antioxidační enzymy v buňce zabraňují hromadění intracelulárních ROS, a to i přes větší 

zapojení oxidativního metabolismu u osteogenně diferencujících MSCs (Chen et al., 2008). 

Zvýšená exprese antioxidačních enzymů byla pozorována také při adipogenní diferenciaci 

MSCs, pro kterou je sice určité množství ROS vyžadováno, ale stále musí být regulováno 

prostřednictvím antioxidačních enzymů, aby se zabránilo oxidativnímu poškození buňky 

(Higuchi et al., 2013). V rozporu s tím jsou výsledky Wanga a kolegů, které nepopisují rozdíl 

v expresi antioxidačních enzymů mezi nediferencovanými a adipogenně diferencujícími MSCs 
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(Wang et al., 2015). Časná fáze diferenciace MSCs na chondrocyty je doprovázena snížením 

exprese antioxidačních enzymů a s tím spojeným nárůstem intracelulárních ROS, které se 

pravděpodobně na regulaci chondrogenní diferenciace podílejí (Tangtrongsup & Kisiday, 

2018). 

2.4 Přenos mitochondrií z mezenchymálních kmenových buněk 

Přenos mitochondrií je jeden z mechanismů, které MSCs využívají k regeneraci 

poškozené tkáně a imunomodulaci. Poprvé byl popsán roku 2006, kdy bylo zjištěno, že při 

kokultivaci MSCs s buňkami A549, které měly poškozené mitochondrie, dochází k přenosu 

funkčních mitochondrií z MSCs do buněk A549, což vede k obnovení mitochondriální funkce 

a záchraně těchto buněk (Spees et al., 2006). Islam a kolegové ve své studii, která se zabývá 

transplantací MSCs myším s akutním poškozením plic, přinesli důkaz o protektivním účinku 

přenosu mitochondrií z MSCs in vivo. Mitochondriální přenos z MSCs, ne však z MSCs 

s defektními mitochondriemi, vedl k obnově energetického metabolismu alveolárních 

epiteliálních buněk a celkově vyššímu přežití myší s akutním poškozením plic (Islam et al., 

2012). V posledních několika letech je mitochondriální přenos z důvodu jeho potenciálu 

pro využití v terapiích intenzivně studován. 

MSCs mohou předávat mitochondrie různým typům buněk, příkladem jsou epiteliální 

buňky, myocyty nebo imunitní buňky (Court et al., 2020; Konari et al., 2019; Mori et al., 2023). 

Přenos mitochondrií z MSCs byl popsán také u některých typů rakovin, kde byl prokázán jeho 

pozitivní efekt na růst nádoru. Jako příklad lze uvést skupinu nádorových onemocnění 

označovanou jako akutní leukémie. Leukemické buňky a MSCs sdílejí společnou niku v kostní 

dřeni. Buněčný stres vyvolaný určitými chemoterapeutiky indukuje přenos mitochondrií 

z MSCs do leukemických buněk, což má za následek zvýšení Krebsova cyklu a oxidativní 

fosforylace v buňkách nádoru a podporu jejich antioxidační ochrany. Ve výsledku působení 

MSCs podporuje přežívání a chemorezistenci leukemických buněk (Burt et al., 2019; Forte 

et al., 2020). Mitochondriální přenos je studován především u patologických stavů. Jak již bylo 

zmíněno, mitochondrie přenesené z MSCs mají protektivní účinek – podporují energetický 

metabolismus, snižují oxidační stres a inhibují apoptózu recipientních buněk. Stimulace MSCs 

k přenosu mitochondrií je zprostředkována stresovými signály, které jsou uvolňovány buňkami 

v místě poškození. Jedním ze signálů jsou samotné mitochondrie. Mahrouf-Yorgov a kolegové 

zjistili, že MSCs pohlcují a následně degradují mitochondrie uvolněné z poškozených buněk. 

To indukuje expresi enzymu hem oxygenázy 1, jenž aktivuje mitochondriální biogenezi 
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v MSCs. Zvýšení mitochondriální masy pak umožňuje MSCs darovat funkční mitochondrie 

poškozeným buňkám a zároveň si udržet vlastní energetickou homeostázu (Mahrouf-Yorgov 

et al., 2017). Nárůst ROS související s oxidačním stresem buněk je považován za další signál, 

který indukuje mitochondriální přenos z MSCs (Burt et al., 2019). Je důležité poznamenat, že 

k přenosu mitochondrií nedochází pouze při poškození buněk, ale také za fyziologických 

podmínek. Přenos mitochondrií z MSCs za fyziologických podmínek není dostatečně studován, 

pravděpodobně však hraje roli při vývoji a podílí se na udržování tkáňové homeostázy 

(Acquistapace et al., 2011; Sinclair et al., 2016). 

2.4.1 Mechanismy mitochondriálního přenosu 

Mitochondrie mohou být mezi buňkami předávány prostřednictvím tunelových 

nanotrubiček (tunneling nanotubes – TNT), EV, volných spojů (gap junctions – GJC) nebo 

membránové fúze (Acquistapace et al., 2011; Sinclair et al., 2016) (obrázek 3). Vybrané 

mechanismy mitochondriálního přenosu jsou více popsány níže.  

Obrázek 3: Mechanismy mitochondriálního přenosu; zkratky: TNT – tunelové nanotrubičky, GJC – 

volné spoje, EV – extracelulární váčky; vlastní tvorba (vytvořeno v: BioRender.com) 

Co se terapeutického využití mitochondriálního přenosu týče, kromě již zmíněné 

transplantace MSCs nebo z nich izolovaných EV probíhá v současné době preklinické a 

klinické testování použití izolovaných mitochondrií v léčbě různých onemocnění, především 

chorob spojených s mitochondriálními defekty, kardiovaskulárních a zánětlivých onemocnění. 

Výsledky studií na zvířecích modelech ukazují, že injikované mitochondrie izolované z MSCs 

jsou buňkami internalizovány, podporují jejich přežívání a funkci, snižují oxidační stres a 

potlačují zánět (De Carvalho et al., 2021; Liang et al., 2023; Pourmohammadi-Bejarpasi et al., 

2020; Yu et al., 2022).  
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2.4.1.1 Tunelové nanotrubičky 

TNT jsou aktinová filamenta nebo mikrotubuly obsahující cytoplazmatické výběžky 

o délce až 100 μm. Jejich šířka dosahuje desítek až stovek nm, přičemž TNT obsahující pouze 

aktinová filamenta bývají užší než TNT obsahující také mikrotubuly (Sanchez et al., 2017). 

Jedná se o dynamické struktury, které zprostředkovávají přímé propojení buněk, jež umožňuje 

obousměrný přenos buněčného obsahu. Buňky si skrze TNT mohou předávat váčky 

endoplazmatického retikula, váčky Golgiho aparátu, lysozomy, mitochondrie a různé 

biomolekuly, mezi něž patří například proteiny či mikroRNA (Lu et al., 2019; Sanchez et al., 

2017; Schiller et al., 2013). TNT mohou sloužit také jako prostředek k přenosu patogenních 

agens. Studie ukazují, že některé viry indukují tvorbu TNT a následně je využívají k šíření do 

okolních buněk (Kumar et al., 2017; Panasiuk et al., 2018).  

Buňky vystavené stresovým podmínkám vykazují vyšší tvorbu TNT ve srovnání 

s buňkami kultivovanými za standardních podmínek. Stresové a apoptotické signály, jako je 

nárůst intracelulárních ROS či vystavení fosfatidylserinu na buněčném povrchu, se podílejí na 

indukci tvorby TNT, a podporují tak regenerační působení MSCs (Liu et al., 2014; Yang et al., 

2020). Tvorba TNT se zvyšuje také v prostředí zánětu. Zhang a kolegové ukázali, že v odpovědi 

na prozánětlivý cytokin TNFα dochází v MSCs ke zvýšení exprese TNFα indukovaného 

proteinu 2, který podporuje polymeraci aktinu, a tedy i tvorbu TNT (Zhang et al., 2016). Použití 

inhibitorů polymerace aktinu, jež blokují tvorbu TNT, má za následek potlačení 

mitochondriálního přenosu a reparace poškozených buněk zprostředkované MSCs (Liu et al., 

2014; Yang et al., 2020).  

2.4.1.2 Extracelulární váčky 

EV jsou lipidovou membránou ohraničené útvary uvolňované buňkou do mezibuněčného 

prostoru. Jejich průměr se pohybuje v rozmezí 50 a 1000 nm. Podle velikosti a způsobu vzniku 

se rozdělují na tři základní typy – nejmenší exozomy, dále mikrovezikuly a apoptotická tělíska. 

Jak již bylo zmíněno v kapitole o imunomodulační funkci MSCs, EV mohou obsahovat různé 

rozpustné i povrchové molekuly či mikroRNA (Kim et al., 2020; Li et al., 2021). Výjimečný 

není ani přenos celých organel. Lu a kolegové udávají, že až 40 % EV izolovaných z MSCs 

obsahuje mitochondrie. Tyto mitochondrie jsou funkční, po vstupu do recipientní buňky se 

začlení do její mitochondriální sítě a podílejí se na obnově mitochondriální funkce (Lu et al., 

2022). Protektivní efekt má také přenos mitochondriálních komponent. Endocytóza z MSCs 

izolovaných exozomů, které obsahují mtDNA a mitochondriální proteiny, vede ke zvýšení 
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mitochondriálního membránového potenciálu, nárůstu oxidativní fosforylace a snížení ROS 

v recipientních buňkách (Xia et al., 2022).  

2.4.2 Přenos mitochondrií do imunitních buněk 

Přenos mitochondrií je jeden z mechanismů využívaný MSCs k imunomodulaci. Stav 

imunitních buněk úzce souvisí s jejich energetickým metabolismem. Je známo, že při aktivaci 

přecházejí prozánětlivé imunitní buňky na glykolýzu. I přes to, že energetická účinnost 

glykolýzy je v porovnání s oxidativní fosforylací nižší, je glykolýza využívána dělícími se 

buňkami jako rychlý zdroj ATP. Uhlíkaté látky a redukované koenzymy, které během 

glykolýzy vznikají, jsou potřebné pro syntézu makromolekul vyžadovaných během proliferace 

a diferenciace imunitních buněk (Freemerman et al., 2014; Menk et al., 2018). Oproti tomu 

protizánětlivý fenotyp imunitních buněk je spojován s oxidativní fosforylací (Howie et al., 

2017; Wang et al., 2018). Přenos mitochondrií z MSCs do imunitních buněk indukuje 

metabolické změny v recipientních buňkách. Dochází ke zvýšení mitochondriální respirace, a 

tedy k potlačení prozánětlivého působení imunitních buněk (Jackson et al., 2016; Luz-Crawford 

et al., 2019). 

2.4.2.1 Makrofágy 

Makrofágy jsou buňky přirozené imunity, jejichž hlavní funkcí je fagocytóza. Pohlcením 

a likvidací patogenů se podílejí na boji s infekcí. Fagocytóza apoptotických buněk je naopak 

nezbytná pro udržení tkáňové homeostázy. Makrofágy se dělí na dva hlavní subtypy – klasicky 

aktivované M1 makrofágy s prozánětlivým účinkem a alternativně aktivované M2 makrofágy, 

jež se uplatňují především v protizánětlivé odpovědi imunitního systému (Mills et al., 2000). 

Přenos mitochondrií z MSCs do makrofágů byl prokázán jednak během kokultivace 

těchto buněk in vitro, a jednak v myším modelu in vivo. Makrofágy, jež získaly mitochondrie 

od MSCs, vykazují zvýšenou spotřebu kyslíku a nárůst membránového potenciálu 

mitochondrií, což poukazuje na vyšší zapojení oxidativní fosforylace. Přenos mitochondrií 

indukuje v makrofázích expresi PGC-1α, který se podílí na podpoře mitochondriální funkce 

tím, že aktivuje biogenezi mitochondrií (Yuan et al., 2021). Přeprogramování energetického 

metabolismu je spojeno se změnou polarizace makrofágů. Mitochondriální přenos podporuje 

polarizaci makrofágů směrem k M2 fenotypu. Polarizace makrofágů do prozánětlivého M1 

fenotypu je naopak potlačena (Morrison et al., 2017; Xia et al., 2022; Yuan et al., 2021). Xia a 

kolegové ve své studii popisují, že po podání EV izolovaných z MSCs myším s akutním 

poškozením plic dochází k přenosu mitochondrií do alveolárních makrofágů. Produkce 
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prozánětlivých cytokinů asociovaných s M1 fenotypem, jako jsou TNFα a IL-1β, je po podání 

EV snížena, zatímco produkce IL-10 se zvyšuje. Celkově má podání EV a jimi zprostředkovaný 

mitochondriální přenos pozitivní vliv na plicní funkci a přežívání myší s akutním poškozením 

plic (Xia et al., 2022). S mitochondriálním přenosem je též spojován antimikrobiální účinek 

MSCs. Makrofágy, jež přijaly mitochondrie od MSCs, vykazují vyšší fagocytickou aktivitu 

ve srovnání s makrofágy, které mitochondrie nedostaly, a mají tudíž zvýšenou schopnost 

likvidovat extracelulární bakterie (Jackson et al., 2016; Morrison et al., 2017). Z mechanismů 

se při přenosu mitochondrií mezi MSCs a makrofágy uplatňují především TNT a EV (Jackson 

et al., 2016; Xia et al., 2022). Braza a kolegové, kteří testovali účinky terapie MSCs na myším 

modelu astmatu, ve své studii ukazují, že injikované MSCs jsou makrofágy fagocytovány, a 

tím indukují jejich změnu na M2 fenotyp, potlačují zánět dýchacích cest a zmírňují projevy 

astmatu (Braza et al., 2016). Fagocytóza je proto považována za další možný mechanismus 

uplatňující se v přenosu mitochondrií z MSCs do makrofágů. 

2.4.2.2 Lymfocyty 

Buněčná složka adaptivní imunity je tvořena T-lymfocyty a B-lymfocyty. Výsledky 

studie Luz-Crawfordové a kolegů ukazují, že oba typy lymfocytů mohou přijímat mitochondrie 

od MSCs během kokultivace in vitro, přičemž nejvyšší mitochondriální přenos probíhá do 

CD4+ T-lymfocytů, následují B-lymfocyty a CD8+ T-lymfocyty (Luz-Crawford et al., 2019). 

K mitochondriálnímu přenosu dochází také mezi MSCs a buňkami akutní lymfoblastické 

leukémie odvozenými jak z B-lymfocytů, tak z T-lymfocytů. V obou případech je přenos 

mitochondrií zprostředkován především TNT a podporuje rezistenci nádorových buněk vůči 

chemoterapeutikům indukujícím oxidační stres (Burt et al., 2019; Wang et al., 2018). Porovnání 

B-lymfocytů a buněk B-buněčné akutní lymfoblastické leukémie ukazuje, že mitochondriální 

přenos z MSCs do nádorových buněk je několikanásobně vyšší (Burt et al., 2019). O přenosu 

mitochondrií z MSCs do B-lymfocytů toho není příliš známo, proto bude dále věnována 

pozornost T-lymfocytům. 

Přenos mitochondrií z MSCs do CD4+ T-lymfocytů je spojován s utlumením prozánětlivé 

odpovědi. Diferenciace CD4+ T-lymfocytů na Th17 buňky je doprovázena změnou 

metabolismu na glykolýzu. Th17 buňky, jež dostaly mitochondrie od MSCs, vykazují zvýšenou 

spotřebu kyslíku, což vypovídá o větším využití oxidativní fosforylace, která je u imunitních 

buněk spojována s protizánětlivým fenotypem. Zároveň tyto buňky vykazují sníženou produkci 

IL-17 a zvýšenou expresi Foxp3, což potvrzuje jejich změnu ve směru protizánětlivém         
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(Luz-Crawford et al., 2019). Přenos mitochondrií z MSCs se podílí také na potlačení Th1 

odpovědi. Inkubace aktivovaných CD4+ T-lymfocytů s mitochondriemi izolovanými z MSCs 

vede ke snížení exprese Tbet a poklesu produkce IFNγ u buněk, jež přijaly mitochondrie 

(Akhter et al., 2023). Obecně T-lymfocyty, které dostaly mitochondrie od MSCs, méně 

proliferují a jejich aktivace je potlačena (Agrawal et al., 2021; Akhter et al., 2023). 

O imunosupresivním působení vypovídá také nárůst počtu Treg indukovaný přijetím 

mitochondrií od MSCs. T-lymfocyty, jež přijaly mitochondrie od MSCs, vykazují zvýšenou a 

stabilnější expresi Foxp3, transkripčního faktoru zásadního pro regulaci genové exprese Treg 

(Agrawal et al., 2021; Do et al., 2021; Luz-Crawford et al., 2019). Do a kolegové ve své studii 

ukazují, že podání Treg indukovaných v kokultivaci s MSCs myším s GVHD potlačuje 

prozánětlivou odpověď zprostředkovanou CD4+ a CD8+ T-lymfocyty více než podání Treg 

indukovaných v nepřítomnosti MSCs. Inhibice mitochondriálního přenosu vede ke snížení 

počtu Foxp3+ T-lymfocytů v kokultivaci s MSCs a k redukci jejich imunosupresivního 

působení jak in vitro, tak in vivo. Z těchto výsledků vyplývá, že přenos mitochondrií z MSCs 

je zásadní pro indukci diferenciace Treg a pro podporu jejich funkce (Do et al., 2021).  
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3 Cíle práce 

MSCs mají schopnost modulovat imunitní odpověď. Studie z posledních několika let 

ukazují, že důležitou roli při imunosupresi zprostředkované MSCs hraje mitochondriální 

přenos, který vyvolává metabolické změny v recipientních buňkách, a tím se podílí na regulaci 

jejich stavu. Díky svým vlastnostem jsou MSCs slibnými kandidáty pro využití v terapiích. 

Preklinické a klinické testování ale nedosáhlo požadovaných výsledků. Nízká účinnost terapií 

založených na MSCs je způsobena především nízkým přežíváním transplantovaných buněk. 

S tím je spojena potřeba dlouhodobé kultivace, aby bylo dosaženo dostatečného počtu buněk 

pro terapii. Avšak dlouhodobá kultivace za standardních podmínek negativně ovlivňuje MSCs, 

včetně jejich imunosupresivní funkce. Předpokládáme, že stimulace MSCs určitými faktory by 

mohla podpořit jejich funkci, a zvýšit tak účinnost terapií.  

Tato práce se zaměřuje na modulaci mitochondriálního přenosu z MSCs do imunitních 

buněk. Cílem je: 

• určit vliv rapamycinu, IGF-1, IFNγ a oligomycinu na MSCs a jejich schopnost 

předávat mitochondrie imunitním buňkám 

• popsat změny fenotypu imunitních buněk indukované působením různě 

stimulovaných MSCs 

Ovlivnění byla vybrána na základě těchto poznatků: 

• Rapamycin, inhibitor kinázy mTOR, aktivuje autofagii, a tím podporuje 

přežívání a regenerační účinky MSCs ( Li et al., 2020).  

• Růstový faktor IGF-1 podporuje biogenezi mitochondrií (Lyons et al., 2017). 

• IFNγ je běžně používán k aktivaci imunomodulačního působení MSCs 

(Javorkova et al., 2014). Podporuje také přechod MSCs na glykolýzu (Liu et al., 

2019). 

• Oligomycin inhibuje ATP syntázu, a blokuje tak oxidativní fosforylaci v MSCs 

(Contreras-Lopez et al., 2020). 

Všechny vybrané faktory mají vliv na mitochondrie nebo metabolismus MSCs. 

Předpokládáme proto, že jejich působením bude ovlivněna také schopnost MSCs přenášet 

mitochondrie do imunitních buněk. U imunitních buněk, které dostanou mitochondrie, 

očekáváme přechod na protizánětlivý fenotyp. 
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4 Materiály a metody 

4.1 Zvířata 

V tomto projektu byly použity 7-12 týdnů staré myši inbredního kmene BALB/c, které 

byly pořízeny od společnosti AnLab, s.r.o. (Praha, Česká republika). 

4.2 Média  

MSCs byly kultivovány v médiu DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s medium; 

Biosera, Cholet, Francie; katalogové č.: LM-D1111/500), do něhož bylo přidáno 10% fetální 

bovinní sérum (fetal bovinne serum – FBS; Biosera; katalogové č.: FB-1090/500), 10mM 

HEPES pufr (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; Carl Roth, Karlsruhe, 

Německo; katalogové č.: R.6763.2) a antibiotika – penicilin (100 U/ml; Merck and Co., 

St. Louis, Missouri, USA; katalogové č.: P8721) a streptomycin (100 mg/ml; Merck; 

katalogové č.: S6501).  

Na kultivaci MSCs v přítomnosti ovlivnění a stejně tak na izolaci splenocytů a 

následnou kokultivaci bylo použito RPMI médium (Roswell Memorial Park Institute 1640 

medium; Merck; katalogové č.: R8758) doplněné o 10% FBS, HEPES pufr (10 mM)                     

2-merkaptoetanol (0,05 mM; Merck; katalogové č.: M3148) a antibiotika – penicilin (100 U/ml) 

a streptomycin (100 mg/ml).  

Pro měření metabolické aktivity MSCs s využitím Seahorse XF HS Mini analyzéru bylo 

použito Seahorse XF DMEM médium (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, Kalifornie, 

USA; katalogové č.: 103575-100), které bylo doplněno o glukózu (10 mM; Agilent 

Technologies; katalogové č.: 103577-100), pyruvát (1 mM; Agilent Technologies; katalogové 

č.: 103578-100) a L-glutamin (2 mM; Agilent Technologies; katalogové č.: 103579-100). 

4.3 Roztoky 

• Fosfátový pufr (phosphate saline buffer – PBS) – pH 7,2-7,4 

o 10 mM fosfát 

o 37 mM NaCl 

o 2,7 mM KCl 
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Stanovení koncentrace celkových proteinů bicinchoninovou metodou (BCA metoda): 

• Reagent B 

o 4 g kyseliny bicinchoninové 

o 100 ml dH2O 

• Reagent C 

o 0,4 g síranu měďnatého (5x hydratovaný) 

o 10 ml dH2O 

• Reagent A – pH 11,25 

o 6,84 g uhličitanu sodného (bezvodý) 

o 1,6 g vinanu sodného 

o 100 ml dH2O 

4.4 Technické vybavení  

• Laminární box CleanAir (Schoeller Instruments s.r.o., Praha, Česká republika)  

• Laminární box SafeFAST premium (DASIT group, Cornaredo, Itálie) 

• CO2 inkubátor (Sanyo, Osaka, Japonsko) 

• Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, UK)  

• Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Německo)  

• Centrifuga MiniSpin (Eppendorf) 

• Průtokový cytometr LSR II (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New 

Jersey, USA) 

• Fluorescenční a optický mikroskop Leica Dmi8 (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Německo) 

• Spektrofotometr microplate reader ELx800 (Biotek, Winooski, Vermont, USA) 

• Mikroobjemový UV-Vis Spektrofotometr NanoDrop One/Onec (Thermo Fisher 

ScientificTM, Waltham, Massachusetts, USA) 

• PTC-100 Thermal Cycler (BioRad/MJ Research, Hercules, Kalifornie, USA) 

• LigthCycler 480 II (Roche, Rotkreuz, Švýcarsko) 

• Agilent Seahorse XF HS Mini analyzér (Agilent Technologies) 

4.5 Software 

• Software pro ovládání průtokového cytometru LSR II – FACSDiva Software (Becton, 

Dickinson and Company)  
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• Software pro analýzu dat z průtokové cytometrie – GateLogic 400.2A (Invai, Mentone, 

Austrálie) 

• Software pro ovládání spektrofotometru microplate reader ELx800 – Revelation 

Quicklink (Dynex Technologies, Chantilly, Virginie, USA) 

• Software pro ovládání LightCycler 480 II a analýzu dat – LightCycler 480 (Roche) 

• Software pro analýzu dat získaných z měření na Seahorse XF HS Mini analyzéru – 

Agilent Seahorse Analytics (Agilent Technologies) 

• Software pro statistickou analýzu – GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, 

Kalifornie, USA)  

4.6 Izolace a kultivace MSCs 

V této práci byly použity MSCs izolované z tukové tkáně myší kmene BALB/c. Tuková 

tkáň byla odebírána z tříselné oblasti. Odebraná tkáň byla promyta PBS a rozstříhána na menší 

kousky. Následně byla tkáň štěpena 10% roztokem kolagenázy I (Merck; katalogové č.: C2674) 

při 37 °C po dobu 60 minut, v průběhu byla směs jednou promíchána. Rozštěpená tuková tkáň 

byla přepipetována do zkumavky, doplněna PBS a centrifugována (8 °C, 170 g, 4 minuty). 

Peleta byla odebrána do čisté zkumavky, doplněna PBS a znovu centrifugována (8 °C, 170 g, 

4 minuty). Tento postup byl ještě dvakrát zopakován, při čtvrtém promytí však bylo místo PBS 

použito DMEM. Po centrifugaci byla peleta resuspendována v DMEM a přepipetována do 

kultivační lahve (Thermo scientificTM BioLite; katalogové č.: 130189). Buňky byly kultivovány 

v inkubátoru s 5% CO2 při teplotě 37 °C. Po 48 hodinách byly neadherentní buňky odmyty. 

Adherentní buňky byly dále kultivovány a pasážovány. MSCs 3. až 6. pasáže byly použity na 

experimenty. Izolace a kultivace MSCs byla prováděna technickou pracovnicí naší laboratoře.  

4.7 Ovlivnění MSCs 

Médium z kultivační lahve bylo odlito a dno lahve bylo opláchnuto PBS. Následně bylo 

přidáno 500 μl trypsinu, aby se adherentní buňky odlepily. Po 5 minutách bylo do lahve přidáno 

6 ml RPMI. MSCs byly seškrábány pomocí škrabky, přeneseny do zkumavky a centrifugovány 

(8 °C, 170 g, 8 minut). Po centrifugaci byl odlit supernatant a buňky byly resuspendovány 

v 1 ml RPMI. MSCs byly spočítány pomocí Bürkerovy komůrky, nasazeny podle typu 

experimentu do kultivační destičky (tabulka 1) a inkubovány při 37 °C a 5 % CO2 24 hodin. Po 

24 hodinách byly MSCs stimulovány rapamycinem (0,5 μg/ml; Merck; katalogové č.: 37094), 

IGF-1 (10 ng/ml; PeproTech, Cranbury, New Jersey, USA; katalogové č.: 250-19), nebo IFNγ 

(10 ng/ml; PeproTech; katalogové č.: 315-05) a inkubovány spolu s ovlivněním dalších 
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24 hodin při 37 °C. V druhé části této práce byly MSCs stimulovány buď IGF-1, nebo 

oligomycinem (15 μM; Merck; katalogové č.: O4867) po dobu 48 hodin. Tato ovlivnění byla 

přidána k MSCs ihned po nasazení buněk do kultivační destičky (obrázek 4). 

Tabulka 1: Nasazení MSCs do kultivační destičky 

 kultivační destička počet buněk 

průtoková cytometrie 12-jamková destička1 2x105 MSCs v 2 ml RPMI 

qPCR 12-jamková destička1 5x105 MSCs v 2 ml RPMI 

mikroskopie 24-jamková destička1 (+ sklíčko) 2x104 MSCs v 1 ml RPMI 

WST test 96-jamková destička1 1x104 MSCs v 200 μl RPMI 

Seahorse 8-jamková mikrodestička2 1,5x104 MSCs v 80 μl RPMI 

 1Nunc, Roskilde, Dánsko, 2Agilent Technologies 

Obrázek 4: Schéma znázorňující stimulaci MSCs; zkratky: - – nestimulované MSCs, RAPA – 

rapamycin, IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, IFNγ – interferon gama, OL – oligomycin; 

vlastní tvorba (vytvořeno v: BioRender.com) 
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4.8 Analýza MSCs 

4.8.1 Průtoková cytometrie 

Průtoková cytometrie byla použita k detekci povrchových znaků, mitofagie, 

mitochondriální masy a mitochondriálního membránového potenciálu u různě ovlivněných 

MSCs. Dále byla s využitím této metody detekována tvorba ROS a NO. 

4.8.1.1 Fenotypizace MSCs  

Povrchové znaky byly detekovány průtokovou cytometrií u MSCs stimulovaných 

24 hodin rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ. Buňky byly připraveny dle následujícího protokolu: 

• Odlít médium a 2x promýt PBS 

• Přidat do každé jamky 200 μl trypsinu a inkubovat 7 minut při 37 °C 

• Přidat do každé jamky 3 ml RPMI, buňky seškrábat a přenést do zkumavky 

• Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut) 

• Odlít supernatant, přenést zkumavky na led a resuspendovat buňky v 200 μl PBS 

• Přenést buňky do 96-jamkové destičky s kulatým dnem (Nunc) v objemu 200 μl na jamku 

• Centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) a poté rozvolnit peletu použitím vortexu 

• Přidat 10 μl naředěné monoklonální protilátky proti povrchovému znaku konjugované      

s fluorochromem (tabulka 2), inkubovat 30 minut ve tmě při 4 °C 

• 2x promýt 200 μl PBS a centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) 

• Do každé jamky přidat 200 μl PBS, obarvit mrtvé buňky přidáním 20 μl Hoechst 33258 

(1:40 000; Merck; katalogové č.: 94403) 

• Měřit na průtokovém cytometru LSR II (gatovací strategie je znázorněna na obrázku 5) 

Tabulka 2: Seznam použitých monoklonálních protilátek proti povrchovým znakům 

znak fluorochrom ředění klon výrobce katalogové č. 

CD11b APC 1:100 M1/70 BioLegend 101212 

CD31 PE 1:40 390 BioLegend 102407 

CD34 PE 1:100 HM34 BioLegend 128609 

CD45 APC 1:150 30-F11 BioLegend 103112 

CD29 PE 1:100 HMb1-1 Invitrogen 12-0291-82 

CD44 FITC 1:40 IM7 BioLegend 103005 

CD73 PE 1:120 TY/11.8 Invitrogen 12-0731-82 

CD90.2 APC 1:100 30-H12 SONY 1126560 

CD105 AF488 1:40 MJ7/18 BioLegend 120406 
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4.8.1.2 Měření mitofagie 

Mitophagy detection kit (Dojindo Molecular Technologies, Kumamoto, Japonsko; 

katalogové č.: MD01-10) byl použit k měření mitofagie metodou průtokové cytometrie u MSCs 

ovlivněných rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ. Tento kit obsahuje detekční činidlo 

MitophagyDye (tabulka 3) značící mitochondrie v buňkách. MitophagyDye je slabě 

fluorescenční, avšak po fúzi mitochondrie a lysozomu, ke které dochází po indukci mitofagie, 

se jeho fluorescence výrazně zvyšuje. Příprava buněk probíhala dle pokynů poskytnutých 

výrobcem: 

• MSCs nasadit na destičku a inkubovat 24 hodin při 37 °C 

• Odlít médium a 2x promýt buňky 0% RPMI 

• Přidat 300 μl MitophagyDye (100nM) na jamku a inkubovat 30 minut při 37 °C 

• 2x promýt buňky 0% RPMI 

• Stimulovat buňky rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ a inkubovat 24 hodin při 37 °C 

• Přidat do každé jamky 200 μl trypsinu a inkubovat 7 minut při 37 °C 

• Přidat do každé jamky 3 ml RPMI, buňky seškrábat a přenést do zkumavky 

Následně byly buňky připraveny na analýzu na průtokovém cytometru: 

• Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut) 

• Odlít supernatant, přenést zkumavky na led a resuspendovat buňky v 200 μl PBS 

• Přenést buňky do 96-jamkové destičky s kulatým dnem v objemu 200 μl na jamku a 

centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) 

• 2x promýt 200 μl PBS a centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) 

• Do každé jamky přidat 200 μl PBS, obarvit mrtvé buňky přidáním 20 μl Hoechst 33258 

(1:40 000) 

• Měřit na průtokovém cytometru LSR II (gatovací strategie je znázorněna na obrázku 5) 

4.8.1.3 Měření mitochondriální masy a membránového potenciálu mitochondrií 

Mitochondriální masa a mitochondriální membránový potenciál MSCs ovlivněných 

rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ byly detekovány průtokovou cytometrií. K fluorescenčnímu 

značení mitochondrií byl použit buďto MitoTracker Red CMXRos (Thermo Fisher Scientific –

InvitrogenTM; katalogové č.: M7512) (tabulka 3), kationické barvivo akumulující se 

v mitochondriích s membránovým potenciálem, nebo MitoSpy Green FM (BioLegend, San 

Diego, Kalifornie, USA; katalogové č.: 424805) (tabulka 3), který značí mitochondrie nezávisle 
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na membránovém potenciálu, a používá se proto k detekci mitochondriální masy. Příprava 

buněk probíhala dle následujícího protokolu: 

• Odlít médium a 2x promýt PBS 

• Přidat do každé jamky 200 μl trypsinu a inkubovat 7 minut při 37 °C 

• Přidat do každé jamky 3 ml RPMI, buňky seškrábat a přenést do zkumavky 

• Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut) 

• Barvit buňky v 1 ml MitoTracker Red CMXRos (100 nM), nebo v 1 ml MitoSpy Green 

(250 nM) 30 minut při 37 °C 

• Připravit buňky na měření na průtokovém cytometru (viz protokol výše) 

• Měřit na průtokovém cytometru LSR II (gatovací strategie je znázorněna na obrázku 5) 

4.8.1.4 Měření ROS a NO 

K detekci intracelulárních ROS metodou průtokové cytometrie u MSCs stimulovaných 

rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ bylo požito činidlo DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate; InvitrogenTM; katalogové č.: D399). DCFDA je po vstupu do buňky deacetylováno 

intracelulárními esterázami a následně oxidováno intracelulárními ROS na DCF                      

(2',7'-dichlorofluorescein) (tabulka 3), který je vysoce fluorescenční.  

K detekci NO průtokovou cytometrií byl použit DAF-FM (4-amino-5-methylamino-2',7'-

difluorofluorescein; InvitrogenTM; katalogové č.: D23841). DAF-FM vstupuje do buněk, kde 

se po reakci s NO přeměňuje na fluorescenční benzotriazol (tabulka 3). Buňky byly připraveny 

dle následujícího protokolu: 

• Odlít médium, přidat 150 μl DCFDA (100 μM) pro detekci ROS, nebo 150 μl DAF-FM 

(25 μM) pro detekci NO a inkubovat 30 minut při 37 °C 

• 2x promýt PBS 

• Přidat do každé jamky 200 μl trypsinu a inkubovat 7 minut při 37 °C 

• Přidat do každé jamky 3 ml RPMI, buňky seškrábat a přenést do zkumavky 

• Připravit buňky na měření na průtokovém cytometru (viz protokol výše) 

• Měřit na průtokovém cytometru LSR II (gatovací strategie je znázorněna na obrázku 5) 
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Tabulka 3: Seznam použitých markerů 

marker excitační/emisní 

spektrum  
výrobce značení 

MitophagyDye 530/700 nm Dojindo mitofagie 

MitoTracker Red CMXRox 581/644 nm Invitrogen mitochondrie (potenciál) 

MitoTracker Deep Red 644/665 nm Invitrogen mitochondrie (potenciál) 

MitoSpy Green FM 490/516 nm BioLegend mitochondrie (masa) 

DCF 492/527 nm Invitrogen ROS 

DAF-FM 495/515 nm Invitrogen NO 

 

 

Obrázek 5: Ukázka gatovací strategie použité při analýze MSCs; zkratky: RAPA – rapamycin, IGF-1 – 

růstový faktor podobný inzulinu 1, IFNγ – interferon gama, MitoS Green – MitoSpy Green FM, MitoT 

Red – MitoTracker Red CMXRos 

4.8.2 Fluorescenční mikroskopie 

K vizualizaci uspořádání mitochondrií v různě stimulovaných MSCs byl použit 

fluorescenční mikroskop Leica Dmi8. Buňky byly připraveny dle následujícího protokolu: 

• Odlít médium a promýt PBS 

• Přidat 1 ml MitoTracker Red CMXRos (100nM) a inkubovat 30 minut při 37 °C 

55,96 % 

96,39 % 

FMO: 99,54 % 96,86 % 

FMO: 0,40 % 

7,18 %        FMO  
         MSCs 

         MSCs+RAPA              

         MSCs+IGF-1            

         MSCs+IFNγ           



25 

 

• 2x promýt PBS, fixovat 10 minut v 500 μl 4% paraformaldehydu 

• Promýt PBS, 2x permeabilizovat (1x10 minut a 1x3 minuty) v 500 μl 0,2% roztoku Triton 

X-100 (Merck; katalogové č.: X100) v PBS s 5% bovinním sérovým albuminem  

• Přidat 50 μl primární monoklonální protilátky proti alfa-tubulinu (1:200; InvitrogenTM; 

katalogové č.: 32-2500) ředěné v roztoku Triton X-100, zakrýt parafilmem a barvit 

1 hodinu při pokojové teplotě  

• 2x promýt PBS 

• Přidat 50 μl rat anti-mouse sekundární protilátky konjugované s fluorochromem (1:400; 

InvitrogenTM; katalogové č.: 11-4011-85) ředěné v roztoku Triton X-100, zakrýt 

parafilmem a barvit 1 hodinu při pokojové teplotě  

• 2x promýt PBS 

• Dát kapku Mowiolu (Calbiochem, Billerica, Massauchusetts, USA; katalogové č.:          

47-590-4) s DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) na podložní sklíčko, zakrýt krycím 

sklíčkem s buňkami a nechat zaschnout 20 minut zakryté v lednici 

• Analyzovat na fluorescenčním mikroskopu 

4.8.3 WST test 

WST test byl použit k měření metabolické aktivity MSCs stimulovaných rapamycinem, 

IGF-1, nebo IFNγ. Tento test je založen na štěpení tetrazoliové soli WST-1 (Roche; katalogové 

č.: 5015944001) na barevný formazan mitochondriální sukcinát dehydrogenázou. Příprava 

probíhala dle následujícího protokolu: 

• Přidat do každé jamky WST-1 (1:10) 

• Inkubovat 3 hodiny při 37 °C 

• Měřit absorbanci na spektrofotometru microplate reader ELx800 při vlnové délce 450 nm 

4.8.4 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce  

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce (quantitative polymerase chain reaction – 

qPCR) byla použita ke stanovení relativní exprese genů souvisejících s mitochondriální 

dynamikou, mitofagií, autofagií a glykolýzou u MSCs stimulovaných rapamycinem, IGF-1, 

IFNγ, nebo oligomycinem.  

4.8.4.1 Izolace RNA 

RNA bylo z MSCs izolováno dle následujícího protokolu: 
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• Odebrat médium, přidat 300 μl TRI reagentu® (Molecular Research Center, Inc., 

Cincinnati, Ohio, USA; katalogové č.: TR118) do každé jamky a promíchat pomocí 

pipety 

• Přenést buňky v TRI reagentu® do mikrozkumavek bez obsahu RNáz a DNáz 

• Přidat 60 μl chloroformu, promíchat a nechat stát 5 minut při pokojové teplotě 

• Centrifugovat v chladu (8 °C, 14000 g, 15 minut) 

• Horní fázi přepipetovat do čistých mikrozkumavek bez obsahu RNáz a DNáz 

• Přidat isopropanol v množství stejném jako je množství odebrané fáze, promíchat 

• Nechat stát 8 minut při pokojové teplotě 

• Centrifugovat v chladu (8 °C, 14000 g, 8 minut) 

• Odebrat supernatant, promýt 20 μl 70% etanolu 

• Vložit mikrozkumavky do termobločku s nastavenou teplotou 40 °C, nechat vyschnout 

• Přidat 25 μl H2O bez obsahu RNáz 

• Vložit mikrozkumavky na 5 minut do termobločku s nastavenou teplotou 65 °C 

Čistota izolované RNA a její koncentrace byla detekována s využitím spektrofotometru 

NanoDrop. Poté byla RNA přepsána reverzní transkripcí do DNA. 

4.8.4.2 Reverzní transkripce 

Pro reverzní transkripci byl použit kit SuperScript IV RT (InvitrogenTM; katalogové č.: 

18090200). Postupovalo se dle pokynů výrobce: 

• K 1 µg RNA přidat 1 µl náhodných hexamerů primerů (Thermo Scientific™; katalogové 

č.: SO142) a 1 µl deoxynukleotidů (Thermo Scientific™; katalogové č.: R0192), doplnit 

do 13 μl H2O bez obsahu RNáz  

• Vložit směs do thermocycleru a zahřát na 65 °C po dobu 5 minut, poté dát na led 

• Přidat 4 µl 5x SSIV buffer, 1 µl DTT (dithiothreitol; 0,1 M), 1 µl RNase inhibitoru 

(Invitrogen™; katalogové č.: 10777019) a 1 µl SuperScript IV reverzní transkriptázy 

• Vložit směs do thermocycleru (10 minut 23 °C, 10 minut 50 °C, 10 minut 80 °C), poté 

zchladit na 4 °C 

• Použít cDNA na qPCR 

4.8.4.3 Měření qPCR 

Vzorky byly napipetovány do 384-jamkové destičky (BIOplastics, Landgraaf, 

Nizozemsko) v triplikátech. Měření qPCR probíhalo na přístroji LightCycler 480 II. Pro 
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všechna měření byl použit 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR supermix (Solid BioDyne, Tartu, 

Estonsko; katalogové č.: 08-36-00020). Housekeeping geny ACTB a GAPDH byly vybrány 

jako kontrola. Všechny použité primery jsou uvedeny v tabulce 4. Vyhodnocení bylo 

provedeno metodou relativní kvantifikace. Reakce proběhla dle následujícího protokolu: 

• Každý vzorek připravit smícháním 1 μl cDNA, 1 μl primerů F (forward) + R (reverse), 

2 μl SYBR a 6 μl H2O bez obsahu RNáz 

• Preinkubace: 10 minut při 95 °C 

• 50 cyklů s profilem: 10 sekund 95 °C, 30 sekund 60 °C, 1 sekunda 72 °C 

• Zchlazení na 40 °C 

Tabulka 4: Seznam použitých primerů 

gen sekvence primeru 

forward reverse 

ACTB CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA 

GAPDH GCCAAGGTCATCCATGACAAC GTCCACCACCCTGTTGCTGTA 

PPARG GGAAGACCACTCGCATTCCTT GTAATCAGCAACCATTGGGTCA 

MFN1 CCTACTGCTCCTTCTAACCCA AGGGACGCCAATCCTGTGA 

MFN2 AGAACTGGACCCGGTTACCA CACTTCGCTGATACCCCTGA 

OPA1 TGGAAAATGGTTCGAGAGTCAG CATTCCGTCTCTAGGTTAAAGCG 

DRP1 CAGGAATTGTTACGGTTCCCTAA CCTGAATTAACTTGTCCCGTGA 

HK1 CGGAATGGGGAGCCTTTGG GCCTTCCTTATCCGTTTCAATGG 

PFKFB1 ATGAGCTGCCCTATCTCAAGT GTCCCGGTGTGTGTTCACAG 

H6PD ATGAAGCACACAGGCATTTGG TCCAGGTATAGCTGAAACAGTCC 

TIMM23 GAAGGTGGCGGAAGAAGTAGC 

 

GGGGGTTCATACCAGTCAGC 

PINK1 GGCTTCCGTCTGGAGGATTAT AACCTGCCGAGATATTCCACA 

MAP1LC3A GACCGCTGTAAGGAGGTGC CTTGACCAACTCGCTCATGTTA 

MAP1LC3B TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG CGCCGTCTGATTATCTTGATGAG 

 

4.8.5 Měření metabolické aktivity s využitím Seahorse analyzéru 

Agilent Seahorse XF HS Mini analyzér byl využit k měření metabolické aktivity MSCs 

stimulovaných 48 hodin IGF-1, nebo oligomycinem. Příprava probíhala dle následujícího 

protokolu: 

• Den před měřením hydratovat kazetu přidáním 200 μl destilované H2O do každé jamky, 

zakrýt parafilmem a vložit na 24 hodin do inkubátoru bez CO2 nastaveného na 37 °C 



28 

 

• V den měření nahradit vodu v kazetě kalibrantem (Agilent Technologies; katalogové č.: 

103059-000) zahřátým na 37 °C, inkubovat kazetu 1 hodinu při 37 °C v inkubátoru bez 

CO2  

• Promýt buňky 200 μl média Seahorse XF DMEM, následně napipetovat do každé jamky 

180 μl tohoto média a inkubovat 1 hodinu při 37 °C v inkubátoru bez CO2 

• Naředit v Seahorse XF DMEM inhibitory obsažené v Seahorse XFp Real-Time ATP Rate 

Assay Kit (Agilent Technologies; katalogové č.: 103591-100) 

o Oligomycin (15 μM) – inhibitor ATP syntázy 

o Rotenon + antimycin A (5 μM) – inhibitory komplexu I a komplexu III 

• Napipetovat 20 μl oligomycinu do portu A a 22 μl rotenonu + antimycin A do portu B 

• Vložit kazetu do Seahorse analyzéru pro kalibraci přístroje 

• Promýt buňky médiem Seahorse XF DMEM, doplnit všechny jamky na 180 μl 

• Analyzovat buňky s využitím Seahorse analyzéru 

4.8.5.1 BCA metoda 

Celková koncentrace proteinů v buňkách byla stanovena použitím BCA metody a 

následně byla využita pro normalizaci dat získaných měřením na Seahorse analyzéru. 

Příprava probíhala podle následujícího protokolu: 

• Odlít médium a 2x promýt PBS 

• Do každé jamky napipetovat 100 μl činidla připraveného smícháním reagentu B, 

reagentu C a reagentu A (24:1:25) 

• Inkubovat 30 minut při 60 °C 

• Přenést obsah jamek do 96-jamkové destičky 

• Měřit absorbanci na spektrofotometru microplate reader ELx800 při vlnové délce 562 nm 

4.9 Analýza splenocytů 

4.9.1 Izolace splenocytů 

Slezina odebraná z myší inbredního kmene BALB/c byla mechanicky homogenizována, 

přefiltrována přes nylonovou gázu do zkumavky a centrifugována (8 °C, 170 g, 8 minut). Po 

resuspendování pelety v RPMI byly splenocyty spočítány s využitím Bürkerovy komůrky. 
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4.9.2 Kokultivace MSCs a splenocytů 

Stimulované MSCs byly po odlití média promyty PBS a barveny v 1 ml MitoTracker Red 

CMXRos (100 nM), nebo MitoTracker Deep Red (100 nM; InvitrogenTM; katalogové č.: 

M22426) (tabulka 3) 30 minut při 37 °C. Poté byly MSCs 2x promyty PBS a do každé jamky 

bylo přidáno 200 μl trypsinu. Po 7 minutách byly do jamek napipetovány 3 ml RPMI. Buňky 

byly seškrábány škrabkou, přeneseny do zkumavek a centrifugovány (8 °C, 170 g, 8 minut). 

Supernatant byl odlit a MSCs byly spočítány pomocí Bürkerovy komůrky. 

MSCs a splenocyty v poměru 1:20 byly nasazeny do 24-jamkové destičky v celkovém 

objemu 1 ml RPMI. Buňky byly kokultivovány při 37 °C v inkubátoru s 5% CO2 po dobu 

45 minut nebo 48 hodin pro analýzu mitochondriálního přenosu, 48 hodin pro měření 

intracelulárních cytokinů, nebo 72 hodin pro měření transkripčních faktorů. Splenocyty použité 

na 48hodinovou a 72hodinovou kokultivaci byly po nasazení stimulovány konkanavalinem A 

(1,25 μg/ml; Merck; katalogové č.: C2010). 

4.9.3 Průtoková cytometrie 

Průtoková cytometrie byla použita pro analýzu přenosu mitochondrií z MSCs do 

splenocytů, dále pro měření intracelulárních cytokinů a transkripčních faktorů. 

4.9.3.1 Měření přenosu mitochondrií z MSCs do splenocytů 

Splenocyty kokultivované s různě stimulovanými MSCs po dobu 45 minut nebo 48 hodin 

byly připraveny pro analýzu mitochondriálního přenosu dle následujícího protokolu: 

• Celou přípravu provádět na ledě 

• Jamky doplnit PBS, buňky seškrábat škrabkou a přenést do zkumavky 

• Jamky 2x opláchnout PBS a přenést obsah do zkumavky 

• Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut) 

• Odlít supernatant a resuspendovat buňky v 200 μl PBS 

• Přenést buňky do 96-jamkové destičky s kulatým dnem v objemu 200 μl na jamku 

• Centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) a poté rozvolnit peletu použitím vortexu 

• Přidat 10 μl naředěné monoklonální protilátky proti povrchovému znaku konjugované      

s fluorochromem (tabulka 5) pro rozlišení vybraných populací splenocytů (CD4+, CD8a+, 

CD19+, CD11b+)., inkubovat 30 minut ve tmě při 4 °C 

• 2x promýt 200 μl PBS a centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) 

• Do každé jamky přidat 200 μl PBS, obarvit mrtvé buňky 20 μl Hoechst 33258 (1:40 000) 



30 

 

• Měřit na průtokovém cytometru LSR II (gatovací strategie je znázorněna na obrázku 7) 

4.9.3.2 Měření intracelulárních cytokinů a transkripčních faktorů 

Splenocyty kokultivované 48 hodin s MSCs stimulovanými IGF-1, nebo oligomycinem 

byly použity pro analýzu intracelulárních cytokinů metodou průtokové cytometrie. Buňky byly 

připraveny dle následujícího protokolu: 

• 4,5 hodiny před měřením stimulovat buňky PMA (phorbol 12-myrystate 13-acetate; 

20 ng/ml; Merck; katalogové č.: P8139), ionomycinem (500 ng/ml; Merck; katalogové 

č.: I0634) a brefeldinem A (5 μg/ml; InvitrogenTM; katalogové č.: 00-4506-51) 

• Destičku přenést na led, buňky seškrábat škrabkou a přenést do zkumavky 

• Jamky 2x opláchnout PBS a přenést obsah do zkumavky 

• Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut) 

• Odlít supernatant a resuspendovat buňky v potřebném množství PBS 

• Přenést buňky do 96-jamkové destičky s kulatým dnem v objemu 200 μl na jamku 

• Centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) a poté rozvolnit peletu použitím vortexu 

• Barvit buňky v 10 μl naředěných monoklonálních protilátek proti povrchovým znakům 

(tabulka 5) pro rozlišení vybraných populací splenocytů (CD4+, CD8a+) a jejich aktivace 

(CD25) společně s Live/Dead Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (1:1000; InvitrogenTM; 

katalogové č.: L34955) pro označení mrtvých buněk, inkubovat 30 minut ve tmě při 4 °C 

• Promýt 200 μl PBS a centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) 

• Přidat do každé jamky 100 μl fixačního roztoku z eBioscienceTM Intracellular Fixation 

and Permeabilization Buffer Set (InvitrogenTM; katalogové č.: 88-8824-00), inkubovat 

30 minut ve tmě (10 minut na ledě a poté 20 minut při pokojové teplotě) 

• Přidat do každé jamky 100 μl permeabilizačního roztoku (1:10; eBioscienceTM 

Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer Set) v PBS 

• Centrifugovat destičku (23 °C, 300 g, 4 minuty) 

• Přidat 200 μl permeabilizačního roztoku a centrifugovat destičku (23 °C, 300 g, 4 minuty) 

• Barvit buňky v 10 μl naředěné monoklonální protilátky proti intracelulárnímu znaku 

(tabulka 5) v permeabilizačním roztoku po dobu 30 minut ve tmě při pokojové teplotě 

• 2x promýt 200 μl permeabilizačního roztoku a centrifugovat destičku (23 °C, 300 g, 

3 minuty), poté do každé jamky přidat 200 μl permeabilizačního roztoku 

• Měřit na průtokovém cytometru LSR II (gatovací strategie je znázorněna na obrázku 21) 
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Pro detekci transkripčních faktorů průtokovou cytometrií byly použity splenocyty 

kokultivované po dobu 72 hodin s MSCs stimulovanými IGF-1, nebo oligomycinem. Příprava 

buněk probíhala dle následujícího protokolu: 

• Destičku přenést na led, buňky seškrábat škrabkou a přenést do zkumavky 

• Jamky 2x opláchnout PBS a přenést obsah do zkumavky 

• Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut) 

• Odlít supernatant a resuspendovat buňky v potřebném množství PBS 

• Přenést buňky do 96-jamkové destičky s kulatým dnem v objemu 200 μl na jamku 

• Centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) a poté rozvolnit peletu použitím vortexu 

• Barvit buňky v 10 μl naředěné monoklonální protilátky proti povrchovému znaku 

(tabulka 5) pro rozlišení vybraných populací splenocytů (CD4+, CD8a+) společně 

s Live/Dead Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (1:1000) pro označení mrtvých buněk, 

inkubovat 30 minut ve tmě při 4 °C 

• Promýt 200 μl PBS a centrifugovat destičku (8 °C, 170 g, 3 minuty) 

• Fixovat buňky ve 100 μl roztoku fixačního koncentrátu ve fixačním diluentu (1:3; 

eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set; InvitrogenTM; katalogové 

č.: 00-5523-00) 

• Permeabilizovat buňky a barvit intracelulární znaky stejně jako při přípravě buněk na 

měření intracelulárních cytokinů (viz protokol výše) 

• Měřit na průtokovém cytometru LSR II (gatovací strategie je znázorněna na obrázku 21) 
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Tabulka 5: Seznam monoklonálních protilátek použitých při analýze splenocytů 

znak fluorochrom ředění klon výrobce katalogové 

č. 
značení 

CD45 A700 1:200 30-F11 BioLegend 103128 povrch 

CD4 FITC 1:150 GK1.5 BioLegend 100405 povrch 

CD8a FITC 1:160 53-6.7 BioLegend 100705 povrch 

CD8a APC 1:160 53-6.7 BioLegend 100712 povrch 

CD11b APC 1:100 M1/70 BioLegend 101212 povrch 

CD19 FITC 1:90 6D5 BioLegend 115505 povrch 

CD25 APC 1:200 PC61.5 eBioscience 17-0251-82 povrch 

IL-2 APC 1:100 JES6-5H4 Invitrogen 17-7021-82 intracelulární 

IL-17A APC 1:70 eBio17B7 eBioscience 17-7177-81 intracelulární 

IL-10 APC 1:80 JES5-16E3 BioLegend 505010 intracelulární 

Ki-67 PE 1:150 SolA15 Invitrogen 12-5698-82 intracelulární 

Foxp3 PE 1:100 FJK-16s eBioscience 12-5773-82 intracelulární 

RORγt PE 1:80 AFKJS-9 Invitrogen 12-6988-82 intracelulární 

 

4.10 Statistická analýza 

Statistická analýza získaných dat byla provedena s využitím programu GraphPad Prism 8. 

Ze statistických metod byla použita jednosměrná ANOVA, nebo párový t-test. Hodnoty 

statistické odchylky */x/# p ≤ 0,05, **/xx/## p ≤ 0,01, ***/xxx/### p ≤ 0,001, ****/xxxx/#### 

p ≤ 0,0001 byly považovány za signifikantní. 



33 

 

5 Výsledky 

5.1 První část 

5.1.1 Fenotypizace MSCs 

Nejprve jsme chtěli prokázat, že buňky používané v našich experimentech splňují 

charakterizaci MSCs. Zajímalo nás také, zda stimulace MSCs rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ 

po dobu 24 hodin má vliv na jejich fenotyp. Detekce exprese povrchových znaků s využitím 

průtokové cytometrie ukázala, že námi používané MSCs jsou pozitivní na CD29, CD90.2 a 

slabě pozitivní na CD105, CD73 a CD44 (vše markery MSCs). Naopak tyto buňky na svém 

povrchu neexprimují CD31, CD34, CD45 a CD11b, což jsou znaky hematopoetických buněk. 

Zároveň tyto výsledky ukazují, že stimulace MSCs expresi výše zmíněných povrchových znaků 

neovlivňuje (obrázek 6).  

 

Obrázek 6: Exprese povrchových znaků MSCs. Reprezentativní histogramy znázorňující expresi 

molekul CD31, CD34, CD45, CD11b, CD29, CD90.2, CD105, CD73 a CD44 na povrchu MSCs 

nestimulovaných a MSCs stimulovaných RAPA, IGF-1, nebo IFNγ. Měřeno průtokovou cytometrií. 

Zkratky: RAPA – rapamycin, IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, IFNγ – interferon gama 

 



34 

 

5.1.2 Mitochondriální přenos z MSCs do splenocytů 

Mitochondriální přenos z MSCs do imunitních buněk byl u nás v laboratoři několikrát 

potvrzen. V tomto projektu nás zajímalo, zda stimulace MSCs indukuje nějaké změny 

v přenosu mitochondrií. MSCs ovlivněné po dobu 24 hodin rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ 

byly barveny MitoTrackerem Red CMXRos. Následně byly 45 min kokultivovány se 

splenocyty v poměru 1:20. Přenos mitochondrií byl detekován metodou průtokové cytometrie, 

použitá gatovací strategie je znázorněna na obrázku 7. Výsledky ukazují nárůst 

mitochondriálního přenosu po stimulaci MSCs IGF-1, a to do všech vybraných populací 

imunitních buněk (CD4+, CD8+, CD11b+, CD19+) (obrázek 8). Vyjma CD11b+ buněk je rozdíl 

signifikantní.  

 

Obrázek 7: Ukázka gatovací strategie mitochondriálního přenosu z MSCs do splenocytů. Ukázáno na 

CD4+ T-lymfocytech, ostatní populace byly gatovány stejně. Zkratky: MitoT Red – MitoTracker Red 

CMXRos 
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Obrázek 8: Vliv stimulace MSCs na přenos mitochondrií do vybraných populací imunitních buněk. 

Měřeno průtokovou cytometrií. Grafy ukazují procentuální zastoupení MitoT Red pozitivních buněk. 

Výsledky ze 4 nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu byla použita jednosměrná ANOVA – 

Tukeyho test, *p≤0,05 představuje statisticky významnou odchylku. Zkratky: K – splenocyty kultivované 

bez přítomnosti MSCs, RAPA – rapamycin, IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, 

IFNγ – interferon gama, MitoT Red – MitoTracker Red CMXRos 

5.1.3 Uspořádání mitochondrií v MSCs 

 Poté, co jsme zjistili, že MSCs stimulované IGF-1 vykazují vyšší mitochondriální přenos 

ve srovnání s nestimulovanou kontrolou, nás zajímalo, čím se tyto buňky liší. Jelikož pozice 

mitochondrií a jejich struktura mají vliv na schopnost předávat mitochondrie, rozhodli jsme se 

podívat se na uspořádání mitochondrií v MSCs stimulovaných 24 hodin rapamycinem, IGF-1, 

nebo IFNγ s využitím fluorescenční mikroskopie. Zjistili jsme, že nestimulované MSCs mají 

mitochondrie uspořádané převážně kolem jádra (obrázek 9 – A), stejné uspořádání mitochondrií 

bylo pozorováno také u MSCs stimulovaných IFNγ (obrázek 9 – D). Oproti tomu MSCs 

ovlivněné IGF-1 mají mitochondrie rozprostřené po celé buňce (obrázek 9 – C). Mitochondrie 
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MSCs stimulovaných rapamycinem jsou kulatého tvaru a vypadá to, že v těchto buňkách 

probíhá mitofagie (obrázek 9 – B). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 9: Vliv stimulace na uspořádání mitochondrií v MSCs. Fluorescenční mikroskopické obrázky: 

A – nestimulovaná kontrola, B – MSCs stimulované rapamycinem, C – MSCs stimulované IGF-1, D – 

MSCs stimulované IFNγ. Jádra barvena DAPI (modrá), mitochondrie barveny MitoT Red (červená),   

α-tubulin barven s využitím primární a sekundární protilátky (zelená). Zkratky: MitoT Red – 

MitoTracker Red CMXRos  
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5.1.4 Mitofagie v MSCs 

Výsledky z fluorescenční mikroskopie poukazují na možnou probíhající mitofagii 

v MSCs ovlivněných rapamycinem. Abychom to potvrdili, měřili jsme mitofagii s využitím 

Mitophagy detection kit a průtokové cytometrie. Ze získaných výsledků vyplývá, že mitofagie 

v MSCs je celkově velmi nízká. Po stimulaci MSCs rapamycinem dochází k signifikantnímu 

nárůstu oproti ostatním skupinám (obrázek 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 10: Vliv stimulace MSCs na mitofagii. Měřeno průtokovou cytometrií. A – ukázka dotplotů 

zobrazujících mitofagii; B – kvantifikace. Graf ukazuje procentuální zastoupení MitophagyDye 

pozitivních buněk. Výsledky ze 4 nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu byla použita 

jednosměrná ANOVA – Tukeyho test, ***p≤0,001 představuje statisticky významnou odchylku. Zkratky: 

RAPA – rapamycin, IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, IFNγ – interferon gama 

5.1.5 Mitochondriální masa a membránový potenciál mitochondrií MSCs 

Z předchozích experimentů víme, že rapamycin aktivuje v MSCs mitofagii. O IGF-1 je 

naopak známo, že podporuje biogenezi mitochondrií. Oba tyto mechanismy se podílejí na 

regulaci množství a kvality mitochondrií v buňce. Z toho důvodu jsme se rozhodli v MSCs 

stimulovaných 24 hodin rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ měřit mitochondriální masu a 

mitochondriální membránový potenciál. Mitochondrie MSCs byly barveny MitoSpy Green FM 

(masa), nebo MitoTracker Red CMXRos (membránový potenciál). Buňky byly poté 

analyzovány na průtokovém cytometru. K našemu překvapení nebyla detekována změna 

mitochondriální masy ani mitochondriálního membránového potenciálu po žádné ze stimulací 

(obrázek 11). 
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Obrázek 11: Vliv stimulace na mitochondriální masu a mitochondriální membránový potenciál 

MSCs. Měřeno průtokovou cytometrií. A, B – ukázka histogramů zobrazujících mitochondriální masu, 

nebo mitochondriální membránový potenciál. C, D – kvantifikace. Grafy ukazují MFI MitoS Green, 

nebo MitoT Red. Výsledky ze 4 nezávislých experimentů. Zkratky: RAPA – rapamycin, IGF-1 – růstový 

faktor podobný inzulinu 1, IFNγ – interferon gama, MitoS Green – MitoSpy Green FM, MitoT Red – 

MitoTracker Red CMXRos, MFI – mean fluorescence intensity 

5.1.6 Mitochondriální dynamika u MSCs 

Abychom zjistili, zda IGF-1 podporuje biogenezi mitochondrií v MSCs, měřili jsme 

s využitím qPCR relativní expresi genu PPARG. Z výsledků je patrné, že po 24hodinové 

stimulaci MSCs ke změně exprese PPARG nedochází (obrázek 12). Aktivaci mitochondriální 

biogeneze u MSCs ovlivněných IGF-1 jsme tudíž nepotvrdili. 

Mitochondriální dynamika také hraje roli v mitochondriálním přenosu. Předpokládá se, 

že spíše jsou přenášeny mitochondrie oddělené než dlouhá mitochondriální síť. Zajímalo nás 

tedy, zda stimulace MSCs po dobu 24 hodin rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ má na 

mitochondriální dynamiku vliv. Metodou qPCR jsme detekovali relativní expresi MFN1, 

MFN2 a OPA1, genů asociovaných s fúzí mitochondrií, a genu DRP1 

asociovaného s mitochondriálním dělením. Stejně jako v případě PPARG, exprese těchto genů 

se po stimulaci MSCs výrazně nemění (obrázek 12). 
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Obrázek 12: Vliv stimulace MSCs na expresi genů asociovaných s biogenezí, fúzí a dělením 

mitochondrií. Relativní exprese genů byla stanovena pomocí qPCR. Jako kontrola byla použita exprese 

genů ACTB a GAPDH. Výsledky ze 3 nezávislých experimentů. Zkratky: RAPA – rapamycin, IGF-1 – 

růstový faktor podobný inzulinu 1, IFNγ – interferon gama 

5.1.7 Metabolismus MSCs 

Dále nás zajímalo, jestli má stimulace MSCs rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ po dobu 

24 hodin vliv na metabolickou aktivitu MSCs.  

Aktivita mitochondriální sukcinát dehydrogenázy byla stanovena pomocí WST testu. 

Výsledky ukazují signifikantní snížení aktivity enzymu sukcinát dehydrogenázy u MSCs 

stimulovaných rapamycinem ve srovnání s nestimulovanými MSCs a MSCs ovlivněnými   

IGF-1, nebo IFNγ (obrázek 13). 
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Obrázek 13: Vliv stimulace na aktivitu sukcinát dehydrogenázy v MSCs. Měřeno pomocí WST testu. 

Výsledky z 5 nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu byla použita jednosměrná ANOVA – 

Tukeyho test, *p≤0,05, **p≤0,01 představují statisticky významnou odchylku. Zkratky: RAPA – 

rapamycin, IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, IFNγ – interferon gama, OD – optická denzita 

Relativní exprese genů kódujících vybrané enzymy glykolýzy byla stanovena metodou 

qPCR. Výsledky ukazují, že k žádné výrazné změně v expresi genů HK1, PFKFB1 a H6PD po 

žádné ze stimulací nedochází (obrázek 14). 
 

 

Obrázek 14: Vliv stimulace MSCs na expresi genů asociovaných s glykolýzou. Exprese genů byla 

stanovena pomocí qPCR. Jako kontrola byla použita exprese genů ACTB a GAPDH. Výsledky ze 3 

nezávislých experimentů. Zkratky: RAPA – rapamycin, IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, 

IFNγ – interferon gama 

5.1.8 Produkce ROS a NO MSCs 

ROS jsou produkovány převážně v mitochondriích. Jejich hromadění v buňce negativně 

ovlivňuje kvalitu mitochondrií a celkově stav buňky. Chtěli jsme proto vědět, zda má 

24hodinová stimulace MSCs rapamycinem, IGF-1, nebo IFNγ vliv na produkci intracelulárních 
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ROS. Výsledky z průtokové cytometrie ukazují, že se tvorba ROS v MSCs po žádné ze 

stimulací výrazně nemění (obrázek 15 – A, B).  

S využitím průtokové cytometrie jsme detekovali také produkci NO. NO produkovaný 

MSCs je považován za imunosupresivní molekulu. Zajímalo nás tedy, jestli se po ovlivnění 

MSCs IFNγ, který podporuje jejich imunomodulační působení, tvorba NO zvyšuje. Na základě 

získaných výsledků jsme toto tvrzení potvrdili – pozorovali jsme signifikantní nárůst tvorby 

NO u MSCs stimulovaných IFNγ oproti MSCs nestimulovaným (obrázek 15 – C, D). 

 

 

 

Obrázek 15: Vliv stimulace MSCs na produkci ROS a NO. Měřeno průtokovou cytometrií. A – ukázka 

histogramů zobrazujících tvorbu ROS. B – kvantifikace. Graf ukazuje MFI DCF (marker produkce 

ROS). Výsledky ze 4 nezávislých experimentů. C – ukázka histogramů zobrazujících tvorbu NO. D – 

kvantifikace. Graf ukazuje MFI DAF-FM (marker produkce NO). Výsledky ze 3 nezávislých 

experimentů. Pro statistickou analýzu byla použita jednosměrná ANOVA – Dunnettův test, *p≤0,05 

představuje statisticky významnou odchylku. Zkratky: RAPA – rapamycin, IGF-1 – růstový faktor 

podobný inzulinu 1, IFNγ – interferon gama, MFI – mean fluorescence intensity 

5.1.9 Shrnutí 

V první části tohoto projektu jsme potvrdili, že rapamycin indukuje mitofagii v MSCs. 

Aktivaci imunomodulačního působení MSCs po stimulaci IFNγ jsme prokázali detekcí tvorby 

NO. Dále jsme zjistili, že po stimulaci MSCs IGF-1 dochází ke zvýšení mitochondriálního 

přenosu do imunitních buněk. Aktivaci biogeneze mitochondrií u MSCs ovlivněných IGF-1 se 

nám však prokázat nepodařilo. Kromě odlišného uspořádání mitochondrií v MSCs po stimulaci 

IGF-1 jsme nepozorovali nic jiného, čím by se MSCs stimulované IGF-1 lišily od 

nestimulovaných MSCs či MSCs ovlivněných rapamycinem, nebo IFNγ. 
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5.2 Druhá část 

5.2.1 Mitochondriální přenos z MSCs do splenocytů 

Jelikož se nám nepodařilo u MSCs stimulovaných IGF-1 detekovat žádný rozdíl od 

ostatních měřených skupin, který by vysvětloval jejich zvýšenou schopnost přenášet 

mitochondrie, rozhodli jsme se znovu zopakovat experiment s mitochondriálním přenosem, 

abychom se ujistili, že naše původní nastavení stále funguje. Zároveň nás zajímalo, jaký vliv 

na přenos mitochondrií z MSCs do splenocytů bude mít poškození mitochondrií MSCs.  

MSCs byly stimulovány IGF-1, nebo oligomycinem, jenž blokuje funkci mitochondriální 

ATP syntázy. Na základě optimalizačních kroků jsme dobu stimulace prodloužili na 48 hodin. 

Následně byly MSCs kokultivovány se splenocyty v poměru 1:20 po dobu 45 minut. Poté byl 

s využitím průtokové cytometrie detekován mitochondriální přenos. V této části práce jsme se 

zaměřili pouze na přenos mitochondrií do T-lymfocytů, jelikož vliv MSCs na T-lymfocyty je 

dobře popsán, a tudíž bylo možné zaměřit se na změny ve specifických parametrech při 

kultivaci s odlišně ovlivněnými MSCs. Analýza buněk potvrdila nárůst mitochondriálního 

přenosu po ovlivnění MSCs IGF-1. Velmi nás ale překvapilo, že více než 90 % CD4+ a CD8+ 

buněk přijímá mitochondrie od MSCs stimulovaných oligomycinem (obrázek 16 – A).  

Z důvodu následujících experimentů zaměřených na analýzu fenotypu T-lymfocytů, které 

vyžadují kultivaci splenocytů po dobu minimálně 48 hodin, jsme se rozhodli změřit 

mitochondriální přenos také po 48hodinové kokultivaci. Navíc jsme do kokultivace přidali 

konkanavalin A pro aktivaci lymfocytů. Ze získaných výsledků vyplývá, že trend naměřený po 

48hodinové kokultivaci je stejný jako trend detekovaný po 45minutové kokultivaci.                     

T-lymfocyty aktivované konkanavalinem A přijímají více mitochondrií jak od MSCs 

nestimulovaných, tak od MSCs stimulovaných IGF-1 ve srovnání s neaktivovanými                    

T-lymfocyty (obrázek 16 – B).  
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Obrázek 16: Vliv stimulace MSCs na přenos mitochondrií do T-lymfocytů. Měřeno průtokovou 

cytometrií. Grafy ukazují procentuální zastoupení MitoT Red pozitivních buněk. Výsledky ze 3 

nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu byla použita jednosměrná ANOVA – Tukeyho test, 

*p≤0,05, **/## p≤0,01, *** p≤0,001, ****/#### p≤0,0001 představují statisticky významnou odchylku 

(# porovnání vůči MSCs dané skupiny). A – měřeno po 45minutové kokultivaci. B – měřeno po 

48hodinové kokultivaci. Zkratky: K – splenocyty kultivované bez přítomnosti MSCs, IGF-1 – růstový 

faktor podobný inzulinu 1, OL – oligomycin, MitoT Red – MitoTracker Red CMXRos, ConA – 

konkanavalin A 

5.2.2 Uspořádání mitochondrií v MSCs 

Poté jsme chtěli vědět, jestli má 48hodinová stimulace oligomycinem nějaký vliv na 

uspořádání a strukturu mitochondrií v MSCs. Pozorování MSCs fluorescenčním mikroskopem 

ukázalo kulaté oddělené mitochondrie po stimulaci oligomycinem (obrázek 17 – C). Lépe 
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patrné bylo oddělení mitochondrií při větším zvětšení (obrázek není ukázán). Uspořádání 

mitochondrií v MSCs stimulovaných 48 hodin IGF-1 (obrázek 17 – B) je stejné jako po 

24hodinové stimulaci (obrázek 9 – C) – oproti mitochondriím neovlivněných MSCs (obrázek 

17 – A) jsou mitochondrie MSCs stimulovaných IGF-1 rozprostřeny po celé buňce. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 17: Vliv stimulace na uspořádání mitochondrií v MSCs. Fluorescenční mikroskopické 

obrázky: A – nestimulovaná kontrola, B – MSCs stimulované IGF-1, C – MSCs stimulované 

oligomycinem. Jádra barvena DAPI (modrá), mitochondrie barveny MitoT Red (červená), α-tubulin 

barven s využitím primární a sekundární protilátky (zelená). Zkratky: MitoT Red – MitoTracker Red 

CMXRos  

5.2.3 Mitochondriální dynamika, autofagie a mitofagie v MSCs 

Abychom potvrdili výsledky z fluorescenční mikroskopie, rozhodli jsme se u MSCs 

stimulovaných po dobu 48 hodin IGF-1, nebo oligomycinem detekovat expresi genů 
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asociovaných s mitochondriální dynamikou. Výsledky ukazují signifikantní nárůst exprese 

genu DRP1 asociovaného s dělením mitochondrií po stimulaci MSCs oligomycinem, což 

odpovídá tomu, co jsme pozorovali při analýze buněk fluorescenčním mikroskopem. Zároveň 

po stimulaci MSCs oligomycinem dochází k signifikantnímu zvýšení mitochondriální 

biogeneze (PPARG). Exprese genů asociovaných s fúzí mitochondrií (MFN1, MFN2, OPA1) 

se po žádné ze stimulací výrazně nemění (obrázek 18 – A).  

Dále nás zajímalo, zda MSCs ovlivněné oligomycinem aktivují mitofagii, aby se zbavily 

poškozených mitochondrií. Metodou qPCR jsme detekovali expresi genů pro autofagii 

(MAP1LC3A, MAP1LC3B) a mitofagii (TIMM23, PINK1). Získané výsledky neprokázaly 

změny v expresi genů TIMM23 a PINK1 po ovlivnění MSCs, aktivaci mitofagie po stimulaci 

oligomycinem jsme tudíž nepotvrdili. Exprese genů asociovaných s autofagií se snižuje po 

ovlivnění MSCs IGF-1 (obrázek 18 – B).  

 

Obrázek 18: Vliv stimulace MSCs na expresi genů asociovaných s mitochondriální dynamikou (A), 

autofagií a mitofagií (B). Relativní exprese genů byla stanovena pomocí qPCR. Jako kontrola byla 

použita exprese genů ACTB a GAPDH. Výsledky ze 3 nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu 

byla použita jednosměrná ANOVA – Tukeyho test, *p≤0,05, **p≤0,01 představují statisticky významnou 

odchylku. Zkratky: IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, OL – oligomycin 
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5.2.4 Metabolismus MSCs 

O oligomycinu je známo, že v buňkách inhibuje oxidativní fosforylaci a podporuje 

glykolytický metabolismus. Abychom to potvrdili, měřili jsme u MSCs stimulovaných po dobu 

48 hodin expresi genů kódujících vybrané glykolytické enzymy. Nárůst exprese glykolytických 

genů po stimulaci oligomycinem jsme ale nepozorovali (obrázek 19), což mohlo být způsobeno 

špatným načasováním měření. Rozhodli jsme se proto detekovat metabolismus MSCs 

s využitím Seahorse analyzéru. Po stimulaci MSCs oligomycinem jsme pozorovali sníženou 

spotřebu kyslíku (obrázek 20 – A) a naopak zvýšenou míru okyselení extracelulárního prostředí 

(obrázek 20 – B). Detekce produkce ATP ukázala signifikantní nárůst ATP vyprodukovaného 

glykolýzou u MSCs ovlivněných oligomycinem. Oproti tomu množství ATP syntetizovaného 

v mitochondriích bylo u těchto buněk téměř nulové (obrázek 20 – C). Na základě těchto 

výsledků jsme potvrdili inhibici oxidativní fosforylace a nárůst glykolýzy u MSCs 

stimulovaných oligomycinem. Porovnání metabolismu MSCs nestimulovaných a MSCs 

ovlivněných IGF-1 neukázalo žádný výrazný rozdíl (obrázek 20). 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 19: Vliv stimulace MSCs na expresi genů asociovaných s glykolýzou. Relativní exprese genů 

byla stanovena pomocí qPCR. Jako kontrola byla použita exprese genů ACTB a GAPDH. Výsledky ze 

3 nezávislých experimentů. Zkratky: IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, OL – oligomycin 
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Obrázek 20: Vliv stimulace na energetický metabolismus MSCs. Měřeno na Seahorse analyzéru. 

Výsledky ze 4 nezávislých experimentů. A – graf ukazující spotřebu kyslíku buňkami, B – graf ukazující 

míru okyselení extracelulárního prostředí, C – grafy ukazující míru produkce ATP. Pro statistickou 

analýzu byla použita jednosměrná ANOVA – Tukeyho test, ***p≤0,001, ****p≤0,0001 představují 

statisticky významnou odchylku. Zkratky: IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, OL – oligomycin, 

Rot – rotenon, AA – antimycin A, OCR – oxygen consumption rate, ECAR – extracellular acidification 

rate, glycoATP – ATP vyprodukovaný glykolýzou, mitoATP – ATP vyprodukovaný oxidativní fosforylací 

5.2.5 Analýza fenotypu splenocytů po kokultivaci s MSCs 

Imunomodulační působení MSCs bylo u nás v laboratoři již několikrát potvrzeno. Zde 

nás zajímalo, jaký vliv má 48hodinová stimulace MSCs IGF-1, nebo oligomycinem a jí 

indukovaný nárůst mitochondriálního přenosu na fenotyp splenocytů. Konkrétně jsme se 

zaměřili na T-lymfocyty, jelikož změny navozené MSCs jsou u nich dobře popsány, a můžeme 

tak sledovat vliv jednotlivých ovlivnění MSCs. Analýza buněk byla provedena s využitím 

průtokové cytometrie. Gatovací strategie je ukázána na obrázku 21. 
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Obrázek 21: Ukázka gatovací strategie použité při analýze intracelulárních markerů splenocytů. 

Ukázáno na cytokinu IL-2 a transkripčním faktoru Foxp3 u CD4+ T-lymfocytů, ostatní cytokiny a 

transkripční faktory byly gatovány podobně. Analýza intracelulárních markerů byla nejprve provedena 

ze všech CD4+ buněk. Následně byly buňky rozděleny na MitoTlowa MitoThigh (gatováno na základě 

průměru histogramu) pro analýzu intracelulárních cytokinů a exprese transkripčních faktorů 

v závislosti na přenosu mitochondrií. Zkratky: ICS – intracelulární barvení, MitoT Red – MitoTracker 

Red CMXRos, MitoT DR – MitoTracker Deep Red   
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5.2.5.1 Přežívání splenocytů 

Nejprve jsme se podívali na míru přežívání splenocytů (CD45+ buňky) a CD4+ a CD8+     

T-lymfocytů po 48hodinové a 72hodinové kokultivaci s MSCs v přítomnosti, nebo 

nepřítomnosti konkanavalinu A. Mrtvé buňky byly detekovány s využitím Live/Dead Fixable 

Violet Dead Cell Stain Kit.  

Bez stimulace konkanavalinem A výsledky ukazují signifikantní nárůst procenta živých 

CD45+ buněk po 48hodinové i 72hodinové kokultivaci s nestimulovanými MSCs a MSCs 

stimulovanými IGF-1. U CD4+ a CD8+ buněk bylo také pozorováno zvýšení procenta živých 

buněk, signifikantní nárůst byl ale detekován pouze po 72hodinové kokultivaci 

s nestimulovanými MSCs. Kokultivace splenocytů s MSCs ovlivněnými oligomycinem naopak 

vede k výraznému snížení přežívání u všech detekovaných typů buněk.  

Oproti nestimulovaným splenocytům se v přítomnosti konkanavalinu A signifikantně 

zvyšuje procento živých CD45+, CD4+ i CD8+ buněk kultivovaných samostatně nebo s MSCs 

ovlivněnými oligomycinem. Aktivované CD4+ buňky kultivované 48 hodin s MSCs bez ohledu 

na ovlivnění vykazují vyšší přežívání v porovnání s těmi, které byly kultivovány samostatně. 

U aktivovaných CD8+ buněk nebyl v procentu živých buněk po 48hodinové kultivaci 

detekován rozdíl. Po 72 hodinách byla naopak pozorována klesající tendence přežívání CD45+, 

CD4+ i CD8+ buněk kultivovaných v přítomnosti konkanavalinu A a MSCs oproti buňkám 

kultivovaným bez MSCs. Signifikantní pokles procenta živých buněk byl detekován u CD45+ 

buněk po kokultivace se všemi měřenými skupinami MSCs, u CD8+ byl signifikantní rozdíl 

pouze po kokultivaci s MSCs stimulovanými (obrázek 22). 
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Obrázek 22: Vliv stimulovaných a nestimulovaných MSCs na přežívání CD45+, CD4+ a CD8+ buněk. 

A – kokultivace MSCs a splenocytů 48 hodin, B – 72 hodin. Měřeno průtokovou cytometrií. Grafy ukazují 

procentuální zastoupení živých buněk. Výsledky ze 3 nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu 

byla použita jednosměrná ANOVA – Tukeyho test, */x p≤0,05, **/xx p≤0,01, ***/xxx/### p≤0,001, 

****/xxxx/#### p≤0,0001 představují statisticky významnou odchylku (# porovnání vůči MSCs dané 

skupiny, x porovnání vůči K dané skupiny). Zkratky: K – splenocyty kultivované bez přítomnosti MSCs, 

IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, OL – oligomycin, ConA – konkanavalin A 
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5.2.5.2 Aktivace T-lymfocytů 

Splenocyty byly kokultivovány s MSCs v přítomnosti konkanavalinu A po dobu 

48 hodin. Aktivace CD4+ a CD8+ T-lymfocytů byla určena na základě exprese povrchové 

molekuly CD25. Exprese CD25 na povrchu CD4+ i CD8+ buněk klesá po kokultivaci 

splenocytů s MSCs, přičemž stimulované MSCs potlačují expresi více než MSCs 

nestimulované. Dále nás zajímalo, jestli mitochondriální přenos z MSCs probíhá preferenčně 

do aktivovaných T-lymfocytů, nebo ne. T-lymfocyty jsme proto rozdělili na dvě skupiny – ty, 

které mitochondrie od MSCs nedostaly nebo jich dostaly málo (mtt-), a ty, které mitochondrií 

dostaly více (mtt+) (obrázek 21). Analýza v závislosti na mitochondriálním přenosu ukázala, 

že mitochondrie od nestimulovaných MSCs a MSCs ovlivněných IGF-1 přijímají více                

T-lymfocyty, které na svém povrchu exprimují CD25. Avšak pozorovaný rozdíl není 

signifikantní (obrázek 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 23: Vliv stimulovaných a nestimulovaných MSCs na aktivaci T-lymfocytů. Měřeno 

průtokovou cytometrií. Grafy ukazují procentuální zastoupení CD25+ T-lymfocytů. Výsledky ze 3 až 4 

nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu byla použita jednosměrná ANOVA – Tukeyho test, 

párový t-test byl použit pro porovnání mtt- a mtt+, x p≤0,05, xx p≤0,01, xxx p≤0,001, xxxx p≤0,0001 

představují statisticky významnou odchylku vůči K. Zkratky: K – splenocyty kultivované bez přítomnosti 

MSCs, IGF-1 – růstový faktor podobný inzulinu 1, OL – oligomycin, ConA – konkanavalin A, mtt- – 

buňky, které mitochondrie od MSCs nepřijaly nebo jich přijaly málo, mtt+ – buňky, jež dostaly více 

mitochondrií od MSCs 
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5.2.5.3 Exprese transkripčních faktorů u T-lymfocytů 

Vybrané transkripční faktory byly detekovány po 72hodinové kokultivaci splenocytů a 

MSCs v přítomnosti konkanavalinu A. Nejprve jsme stanovili expresi Ki-67, markeru 

proliferace. Ze získaných výsledků vyplývá, že proliferace CD4+ i CD8+ T-lymfocytů je po 

kokultivaci s MSCs potlačena. Po kokultivaci splenocytů se stimulovanými MSCs je pokles 

větší. S výjimkou T-lymfocytů kokultivovaných s MSCs stimulovanými oligomycinem 

přijímají více mitochondrií od MSCs Ki-67+ T-lymfocyty. U CD4+ i CD8+ buněk po kokultivaci 

s MSCs stimulovanými IGF-1 je tento rozdíl signifikantní (obrázek 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 24: Vliv stimulovaných a nestimulovaných MSCs na expresi transkripčního faktoru Ki-67 

u T-lymfocytů. Měřeno průtokovou cytometrií. Grafy ukazují procentuální zastoupení Ki-67+                              

T-lymfocytů. Výsledky ze 3 nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu byla použita jednosměrná 

ANOVA – Tukeyho test, párový t-test byl použit pro porovnání mtt- a mtt+, */#/x p≤0,05, **/xx p≤0,01, 

xxxx p≤0,0001 představují statisticky významnou odchylku (# porovnání vůči MSCs, x porovnání 

vůči K). Zkratky: K – splenocyty kultivované bez přítomnosti MSCs, IGF-1 – růstový faktor podobný 

inzulinu 1, OL – oligomycin, ConA – konkanavalin A, mtt- – buňky, které mitochondrie od MSCs 

nepřijaly nebo jich přijaly málo, mtt+ – buňky, jež dostaly více mitochondrií od MSCs 
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Dále byla u CD4+ buněk měřena exprese Foxp3, transkripčního faktoru typického pro 

Treg, která se po kokultivaci s nestimulovanými i stimulovanými MSCs signifikantně zvyšuje. 

Signifikantní rozdíly byly pozorovány také při analýze exprese Foxp3 v závislosti na 

mitochondriálním přenosu. U všech měřených skupin byl u Foxp3+CD4+ T-lymfocytů 

detekován nižší příjem mitochondrií od MSCs. Exprese transkripčního faktoru RORγt, který je 

asociován především s Th17 lymfocyty, se po kokultivaci CD4+ buněk s nestimulovanými 

MSCs a MSCs ovlivněnými IGF-1 výrazně nemění. Malý, ale nesignifikantní pokles exprese 

RORγt byl pozorován po kokultivaci s MSCs ovlivněnými oligomycinem. Analýza v závislosti 

na mitochondriálním přenosu ukázala, že více mitochondrií od MSCs přijímají CD4+ buňky 

exprimující RORγt. Pozorovaný rozdíl je signifikantní u všech měřených skupin (obrázek 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 25: Vliv stimulovaných a nestimulovaných MSCs na expresi transkripčních faktorů Foxp3 

a RORγt u T-lymfocytů. Měřeno průtokovou cytometrií. Grafy ukazují procentuální zastoupení Foxp3+, 

nebo RORγt+ T-lymfocytů. Výsledky ze 3 až 4 nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu byla 

použita jednosměrná ANOVA – Tukeyho test, párový t-test byl použit pro porovnání mtt- a mtt+, 

* p≤0,05, ** p≤0,01, ***/xxx p≤0,001 představují statisticky významnou odchylku (x porovnání vůči 

K). Zkratky: K – splenocyty kultivované bez přítomnosti MSCs, IGF-1 – růstový faktor podobný 

inzulinu 1, OL – oligomycin, ConA – konkanavalin A, mtt- – buňky, které mitochondrie od MSCs 

nepřijaly nebo jich přijaly málo, mtt+ – buňky, jež dostaly více mitochondrií od MSCs 
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5.2.5.4 Stanovení intracelulárních cytokinů u T-lymfocytů 

Stanovení intracelulárních cytokinů IL-2, IL-17 a IL-10 byla provedena u splenocytů 

kokultivovaných 48 hodin s MSCs v přítomnosti konkanavalinu A. Výsledky neukazují 

významnou změnu produkce IL-2 u CD4+ a CD8+ buněk po kokultivaci s nestimulovanými 

MSCs a MSCs ovlivněnými IGF-1 oproti samostatně kultivovaným splenocytům. Avšak byl 

pozorován signifikantní nárůst CD4+ i CD8+ buněk produkujících IL-2 po kokultivaci s MSCs 

stimulovanými oligomycinem. Zároveň jsme prokázali, že signifikantně více mitochondrií od 

MSCs ovlivněných oligomycinem přijímají CD4+ buňky produkující IL-2. U ostatních 

měřených skupin je pozorovaný trend stejný, ale rozdíl není signifikantní. Procento                     

IL-17+CD4+ buněk po kokultivaci s nestimulovanými i stimulovanými MSCs klesá, 

signifikantní pokles byl pozorován u skupiny s oligomycinem. Analýza v závislosti na 

mitochondriálním přenosu ukázala stejný trend jako v případě IL-2. CD4+ buňky obsahující 

intracelulární IL-17 přijímají od MSCs více mitochondrií, signifikantní rozdíl byl pozorován u 

CD4+ buněk kokultivovaných s nestimulovanými MSCs. U produkce protizánětlivého cytokinu 

IL-10 CD4+ buňkami po kokultivaci s nestimulovanými MSCs a MSCs stimulovanými IGF-1 

byl pozorován rostoucí trend, avšak rozdíl není signifikantní. Naopak MSCs ovlivněné 

oligomycinem IL-10 potlačují, signifikantně ve srovnání s nestimulovanými MSCs. Oproti 

ostatních měřeným cytokinům, přenos mitochondrií z MSCs probíhá spíše do CD4+ buněk, 

které IL-10 neprodukují. U žádné z měřených skupin ale rozdíl není signifikantní (obrázek 26). 
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Obrázek 26: Vliv stimulovaných a nestimulovaných MSCs na produkci cytokinů. Měřeno průtokovou 

cytometrií. Grafy ukazují procentuální zastoupení T-lymfocytů obsahujících intracelulární IL-2, IL-17, 

nebo IL-10. Výsledky ze 3 až 4 nezávislých experimentů. Pro statistickou analýzu byla použita 

jednosměrná ANOVA – Tukeyho test, párový t-test byl použit pro porovnání mtt- a mtt+, */#/x p≤0,05, 

**/##/xx p≤0,01 představují statisticky významnou odchylku (# porovnání vůči MSCs, x porovnání 

vůči K). Zkratky: K – splenocyty kultivované bez přitomnosti MSCs, IGF-1 – růstový faktor podobný 

inzulinu 1, OL – oligomycin, mtt- – buňky, které mitochondrie od MSCs nepřijaly nebo jich přijaly málo, 

mtt+ – buňky, jež dostaly více mitochondrií od MSCs  
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6 Diskuze 

MSCs mají imunomodulační účinky. Jedním z mechanismů, který k imunomodulaci 

využívají je mitochondriální přenos (Court et al., 2020; Luz-Crawford et al., 2019; Yuan et al., 

2021). Přijetí mitochondrií od MSCs indukuje v recipientních buňkách metabolické změny. 

Dochází ke zvýšení oxidativní fosforylace, která je u imunitních buněk spojována 

s protizánětlivým fenotypem (Jackson et al., 2016; Luz-Crawford et al., 2019). Schopnost 

MSCs přenášet mitochondrie do imunitních buněk byla potvrzena také u nás v laboratoři 

(Porubska et al., 2021). Cílem tohoto projektu bylo zjistit, zda je možné stimulací MSCs 

vybranými faktory mitochondriální přenos modulovat.  

V první části tohoto projektu jsme se věnovali vlivu rapamycinu, IGF-1 a IFNγ na MSCs 

a jimi zprostředkovaný přenos mitochondrií do imunitních buněk. Dle Dominiciho a kolegů, 

kteří vydali minimální kritéria pro definování MSCs, jsou MSCs charakterizovány expresí 

povrchových molekul CD73, CD90 a CD105. Naopak by neměly exprimovat molekuly CD34, 

CD45 a CD11b, jejichž exprese je typická pro hematopoetické buňky (Dominici et al., 2006). 

Analýza exprese povrchových molekul průtokovou cytometrií (obrázek 6) ukázala, že námi 

používané MSCs toto kritérium splňují. Zároveň z výsledků vyplývá, že se fenotyp MSCs po 

stimulaci výše zmíněnými faktory nemění.  

Rapamycin, inhibitor kinázy mTOR, aktivuje v buňkách autofagii, což je proces, při 

kterém dochází k lysozomální degradaci intracelulárních proteinů či organel (Pan et al., 2009). 

Indukce autofagie v MSCs podporuje jejich přežívání v ischemickém prostředí ( Li et al., 2020), 

má také pozitivní vliv na regenerační a imunomodulační funkce MSCs (Kim et al., 2015; Li 

et al., 2020). Doposud však nebyl popsán vliv rapamycinu a jím indukované autofagie na přenos 

mitochondrií z MSCs. Naší prací jsme prokázali, že po stimulaci MSCs rapamycinem dochází 

ke zvýšení mitofagie (obrázek 10), procesu selektivní degradace mitochondrií v lysozomech 

(Lemasters, 2005). Zároveň jsme detekovali snížení aktivity enzymu Krebsova cyklu sukcinát 

dehydrogenázy lokalizovaného v mitochondriích (obrázek 13). To by mohlo souviset se 

sníženou proliferací MSCs po stimulaci rapamycinem. Rozdíl v počtu buněk mezi jednotlivými 

skupinami jsme však po 48hodinové kultivaci nepozorovali (data nejsou ukázána). Usuzujeme 

tudíž, že snížená aktivita sukcinát dehydrogenázy je spojena se zvýšenou degradací 

mitochondrií. Předpokládali jsme snížení počtu mitochondrií v MSCs po stimulaci 

rapamycinem a z toho důvodu snížený mitochondriální přenos. Získané výsledky však ukázaly, 

že ke změně v mitochondriálním přenosu po stimulaci MSCs rapamycinem nedochází 



57 

 

(obrázek 8). Nebyl pozorován ani pokles mitochondriální masy nebo mitochondriálního 

membránového potenciálu (obrázek 11). To si vysvětlujeme tím, že mitofagie probíhá pouze 

v 7 % MSCs, což pravděpodobně není dostatečný počet proto, abychom detekovali výrazné 

změny v množství mitochondrií. Koncentrace rapamycinu byla zvolena na základě zkušenosti 

z laboratoře. Případné použití vyšší koncentrace by mohlo vést k odlišným výsledkům. 

Stimulace MSCs prozánětlivými cytokiny podporuje jejich imunomodulační působení. 

Nejběžněji používaným cytokinem je IFNγ (Javorkova et al., 2014; Kim et al., 2018; Liu et al., 

2019; Polchert et al., 2008). Z toho důvodu jsme si ho vybrali jako jedno z ovlivnění pro naše 

experimenty. Je známo, že MSCs ovlivněné IFNγ zvyšují produkci protizánětlivých faktorů, 

jako jsou například prostaglandin E2 či IDO (Liu et al., 2019). Dalším příkladem 

imunosupresivní molekuly produkované MSCs je NO (Ren et al., 2008). Jeho produkci jsme se 

rozhodli detekovat, abychom potvrdili aktivaci imunomodulačního působení MSCs po 

stimulaci IFNγ. Výsledky ukázaly nárůst produkce NO u MSCs stimulovaných IFNγ 

(obrázek 15 – C, D), což je v souladu se studií Rena a kolegů, kteří prokázali nárůst exprese 

indukovatelné NO syntázy a následně zvýšenou produkci NO po stimulaci MSCs 

prozánětlivými cytokiny (Ren et al., 2008). Nárůst exprese indukovatelné NO syntázy v MSCs 

stimulovaných IFNγ byl popsán také u nás v laboratoři (Javorkova et al., 2014). Liu a kolegové 

ve své studii popisují, že ovlivnění MSCs IFNγ indukuje metabolické změny, konkrétně 

přechod MSCs na glykolýzu (Liu et al., 2019). Analýza exprese genů H6PD, HK1 a PFKFB1, 

které kódují enzymy glykolýzy, ale neukázala žádnou změnu (obrázek 14), nárůst glykolýzy 

u MSCs stimulovaných IFNγ jsme tudíž nepotvrdili. V souladu s našimi výsledky je práce 

Wobmaové a kolegů, kteří též zvýšení glykolýzy u MSCs ovlivněných IFNγ nepozorovali 

(Wobma et al., 2018). Přímý vliv IFNγ na mitochondrie nebyl popsán. V této práci jsme 

nedetekovali žádné změny v uspořádání a dynamice mitochondrií (obrázky 9, 12), ani žádné 

změny v mitochondriální mase a mitochondriálním membránovém potenciálu (obrázek 11) po 

stimulaci MSCs IFNγ. Luz-Crawfordová a kolegové ve své studii ukazují, že MSCs ovlivněné 

IFNγ a TNFα vykazují stejný mitochondriální přenos do T-lymfocytů jako nestimulované 

MSCs (Luz-Crawford et al., 2019). Stejné výsledky jsme pozorovali u MSCs stimulovaných 

samotným IFNγ (obrázek 8). 

Růstový faktor IGF-1 podporuje v buňkách mitochondriální biogenezi. Zároveň bylo 

popsáno, že stimulace buněk IGF-1 vede k indukci mitofagie jakožto protektivního 

mechanismu, který zabraňuje hromadění poškozených mitochondrií v buňce (Lyons et al., 

2017). Tyto účinky IGF-1 byly potvrzeny například u myoblastů či různých typů nádorových 
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buněk (Guan et al., 2022; Lyons et al., 2017; Riis et al., 2020). Co se MSCs týče, studována je 

především role IGF-1 při diferenciaci (Crane et al., 2013; Longobardi et al., 2006). Vliv IGF-1 

na mitochondrie a mitochondriální přenos nebyl doposud popsán. V této práci jsme ukázali, že 

stimulace MSCs IGF-1 zvyšuje jejich schopnost předávat mitochondrie CD4+, CD8+ a CD19+ 

buňkám (obrázky 8, 16). Předpokládali jsme, že k nárůstu mitochondriálního přenosu dochází 

z důvodu zvýšeného počtu mitochondrií v MSCs stimulovaných IGF-1. Tuto hypotézu jsme 

však nepotvrdili. Nedetekovali jsme nárůst mitochondriální masy ani mitochondriálního 

membránového potenciálu u MSCs ovlivněných IGF-1 (obrázek 11). Exprese genu PPARG, 

který je asociován s biogenezí mitochondrií, se po stimulaci MSCs IGF-1 také nezměnila 

(obrázky 12, 18 – A). Na základě těchto výsledků jsme došli k závěru, že k aktivaci 

mitochondriální biogeneze po stimulaci MSCs IGF-1 v našem nastavení nedochází. 

Nedetekovali jsme ani nárůst mitofagie u MSCs ovlivněných IGF-1 (obrázky 10, 18 – B). 

48hodinová stimulace MSCs IGF-1 vedla k poklesu exprese s autofagií asociovaného genu 

MAP1LC3B, což poukazuje na potlačení autofagie (obrázek 18 – B). To je v souladu s výsledky 

Troncosa a kolegů, kteří ve své studii popisují, že IGF-1 snižuje autofagii v kardiomyocytech 

prostřednictvím aktivace signální dráhy Akt/mTOR (Troncoso et al., 2012).  Později to bylo 

potvrzeno také například na buňkách kolorektálního karcinomu (Wang & Gu, 2018). 

Mikroskopie MSCs s fluorescenčně značenými mitochondriemi ukázala odlišné uspořádání 

mitochondrií u MSCs stimulovaných IGF-1 ve srovnání s MSCs nestimulovanými. 

Nestimulované MSCs měly mitochondrie uspořádány kolem jádra, zatímco mitochondrie 

MSCs ovlivněných IGF-1 byly rozmístěné po celé buňce (obrázky 9 – C, 17 – B). Stejnou 

změnu v uspořádání mitochondrií po stimulaci IGF-1 pozorovali Lyonsová a kolegové 

v buňkách MCF-7, buněčné linii odvozené od karcinomu prsu (Lyons et al., 2017). Myslíme si, 

že umístění mitochondrií v buňce blíže k cytoplazmatické membráně by mohlo vést 

k podpoření mitochondriálního přenosu. Je ale zapotřebí dalších experimentů, které by to 

potvrdily. Jelikož jsou mitochondrie dynamické organely, jejichž struktura se v závislosti na 

stavu a potřebách buňky mění, rozhodli jsme se detekovat expresi genů MFN1, MFN2, OPA1 

a DRP1 asociovaných s mitochondriální dynamikou. Proteiny Mfn1, Mfn2 a Opa1 se uplatňují 

v procesu mitochondriální fúze (Song et al., 2009), zatímco Drp1 se podílí na dělení 

mitochondrií (Basu et al., 2017). Co se spojitosti mezi mitochondriální dynamikou a 

mitochondriálním transferem týče, předpokládáme, že jsou spíše přenášeny mitochondrie 

oddělené než dlouhá mitochondriální síť. Námi získané výsledky však neukázaly výrazné 

změny v expresi výše zmíněných genů po stimulaci MSCs IGF-1 (obrázky 12, 18 – A). 

Detekovali jsme také produkci ROS. ROS vznikají převážně v mitochondriích jako vedlejší 
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produkt oxidativní fosforylace (Quinlan et al., 2013). Avšak jejich zvýšená produkce, jež je 

často spojena s mitochondriální dysfunkcí, vede k oxidativnímu poškození a jím indukované 

senescenci či apoptóze buňky (Ye et al., 2020). Sagar a kolegové ve své studii ukázali, že MSCs 

s nefunkčními mitochondriemi mají sníženou schopnost mitochondriálního přenosu (Sagar 

et al., 2023). Přidání antioxidantů k MSCs naopak podporuje tvorbu TNT a přenos mitochondrií 

(Li et al., 2017). Tudíž nás napadlo, že by zvýšený mitochondriální přenos z MSCs ovlivněných 

IGF-1 mohl být spojen se sníženým množstvím intracelulárních ROS. To se nám ale 

nepotvrdilo. Výsledky ukázaly, že IGF-1 neovlivňuje produkci ROS v MSCs (obrázek 15 – A, 

B). U MSCs jsme detekovali mitochondriální biogenezi, mitofagii, dynamiku mitochondrií a 

jejich uspořádání, tvorbu ROS a metabolickou aktivitu, avšak mechanismus, který stojí za 

zvýšenou schopností MSCs stimulovaných IGF-1 přenášet mitochondrie do imunitních buněk, 

se nám v této práci zjistit nepodařilo. 

V druhé části tohoto projektu jsme se věnovali především vlivu oligomycinu na MSCs a 

jimi zprostředkovaný mitochondriální přenos. Oligomycin inhibuje v buňkách mitochondriální 

ATP syntázu, a blokuje tak oxidativní fosforylaci (Symersky et al., 2012). Contreras-Lopez a 

kolegové ve své práci ukázali, že stimulace MSCs oligomycinem indukuje přeprogramování 

těchto buněk na glykolýzu a že zvýšení glykolýzy podporuje imunomodulační působení MSCs 

(Contreras-Lopez et al., 2020). Abychom potvrdili metabolické změny indukované 

oligomycinem, detekovali jsme metabolickou aktivitu buněk s využitím Seahorse analyzéru. 

Získané výsledky ukázaly, že MSCs ovlivněné oligomycinem mají sníženou spotřebu kyslíku 

a neprodukují téměř žádné ATP oxidativní fosforylací. Oproti tomu jejich glykolytický 

metabolismus je zvýšený ve srovnání s nestimulovanými MSCs (obrázek 20). V rozporu s tím 

jsou výsledky z qPCR, které neprokázaly nárůst exprese genů kódujících enzymy glykolýzy 

(obrázek 19). Příčinou je pravděpodobně špatně zvolená doba měření genové exprese. Myslíme 

si, že k nárůstu exprese glykolytických genů došlo kratší dobu po stimulaci a po 48 hodinách 

již nebylo zvýšení exprese detekovatelné. Dále nás zajímalo, zda má stimulace oligomycinem 

vliv na přenos mitochondrií z MSCs. Studie ukazují, že přenos mitochondrií z MSCs 

s dysfunkčními mitochondriemi je potlačen (Jiang et al., 2016; Sagar et al., 2023). 

Předpokládali jsme proto snížení mitochondriálního přenosu po stimulaci MSCs 

oligomycinem. Výsledky však ukázaly pravý opak. Po stimulaci MSCs oligomycinem jsme 

pozorovali výrazný nárůst přenosu mitochondrií do T-lymfocytů. Téměř všechny CD4+ a CD8+ 

buňky kokultivované s MSCs ovlivněnými oligomycinem přijaly od MSCs mitochondrie 

(obrázek 16). Navíc jsme těmito výsledky ukázali, že mitochondriální přenos do T-lymfocytů 
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aktivovaných konkanavalinem A je vyšší než do T-lymfocytů neaktivovaných. Analýza genové 

exprese MSCs neukázala zvýšení exprese genů PINK1 a TIMM23 asociovaných s mitofagií po 

stimulaci MSCs oligomycinem (obrázek 18 – B). Mitofagie tudíž u těchto buněk není hlavní 

proces využívaný k odstranění mitochondrií s narušenou funkcí. Na základě námi získaných 

výsledků usuzujeme, že MSCs ovlivněné oligomycinem uvolňují poškozené mitochondrie 

z buňky, čímž si zajišťují vlastní přežití. Uvolněné mitochondrie jsou následně internalizovány 

okolními buňkami, v našem případě T-lymfocyty. To by bylo možné prokázat izolací EV 

ze supernatantu různě ovlivněných MSCs a kultivací T-lymfocytů v přítomnosti izolovaných 

EV. Naše vysvětlení je v souladu s prací Phinneyho a kolegů, kteří ukázali, že MSCs vystavené 

oxidačnímu stresu uvolňují EV obsahující depolarizované mitochondrie. EV jsou následně 

pohlceny makrofágy a mitochondrie jsou integrovány do jejich mitochondriální sítě (Phinney 

et al., 2015). Snížení aktivity oxidativní fosforylace či poškození mitochondrií je spojováno 

s fragmentací mitochondrií (Das et al., 2020; Forni et al., 2016; Wu et al., 2011). Naší prací 

jsme prokázali, že poškození mitochondriální funkce MSCs oligomycinem vede k výraznému 

oddělení mitochondrií. Fragmentace mitochondrií byla detekována s využitím fluorescenční 

mikroskopie (obrázek 17 – C) a následně potvrzena na základě zvýšené exprese genu DRP1. 

Analýza genové exprese zároveň ukázala nárůst exprese genu PPARG v MSCs po stimulaci 

oligomycinem (obrázek 18 – A). To poukazuje na zvýšení mitochondriální biogeneze jakožto 

záchranného mechanismu, jehož cílem je vykompenzovat ztrátu funkčních mitochondrií, a 

udržet tak buněčnou homeostázu (Das et al., 2020). 

Mitochondriální přenos je jeden z mechanismů, které MSCs využívají k modulaci 

imunitního systému (Do et al., 2021; Luz-Crawford et al., 2019; Morrison et al., 2017). V této 

práci jsme prokázali, že IGF-1 a oligomycin podporují přenos mitochondrií z MSCs do 

imunitních buněk. Následně jsme chtěli zjistit, zda stimulace MSCs těmito faktory ovlivňuje 

také jejich imunomodulační potenciál. Nejprve jsme detekovali přežívání splenocytů 

kultivovaných s MSCs, jelikož bylo popsáno, že MSCs podporují přežívání imunitních buněk 

(Benvenuto et al., 2007; Pedrazza et al., 2014; Porubska et al., 2021). Výsledky ukázaly zvýšené 

přežívání CD45+ buněk kokultivovaných s nestimulovanými MSCs a MSCs stimulovanými 

IGF-1, oproti tomu MSCs ovlivněné oligomycinem měly na přežívání stimulovaných i 

nestimulovaných splenocytů negativní efekt. Jelikož jsme se rozhodli v této práci dále věnovat 

pouze T-lymfocytům, detekovali jsme také míru přežívání CD4+ a CD8+ buněk. I zde jsme 

prokázali pozitivní efekt nestimulovaných MSCs a MSCs stimulovaných IGF-1 na přežívání 

T-lymfocytů. Po kokultivaci T-lymfocytů s MSCs stimulovanými oligomycinem došlo 
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k výraznému poklesu procenta živých neaktivovaných T-lymfocytů, ne však T-lymfocytů 

aktivovaných konkanavalinem A. Možným vysvětlením rozdílu v přežívání aktivovaných a 

neaktivovaných T-lymfocytů kokultivovaných s MSCs stimulovanými oligomycinem je 

odlišný způsob zpracování poškozených mitochondrií přijatých od MSCs. Depolarizované 

mitochondrie mohou být začleněny do mitochondriální sítě a obnovit svou funkci (Phinney 

et al., 2015), nebo mohou být degradovány mitofagií. V případě, že se buňka s poškozenými 

mitochondriemi vypořádat nedokáže, dochází k indukci buněčné smrti (Lõpez De Figueroa 

et al., 2015). Abychom rozdíl v přežívání aktivovaných a neaktivovaných T-lymfocytů 

kultivovaných v přítomnosti MSCs ovlivněných oligomycinem objasnili, je zapotřebí dalších 

experimentů, které by ukázaly, zda v T-lymfocytech dochází k aktivaci mitofagie, 

apoptotických procesů či ke změnám v energetickém metabolismu. Po 72 hodinách kultivace 

jsme pozorovali klesající tendenci přežívání aktivovaných T-lymfocytů kokultivovaných 

s MSCs, signifikantní pokles procenta živých buněk byl detekován u CD8+ T-lymfocytů 

kultivovaných v přítomnosti stimulovaných MSCs (obrázek 22). Zároveň jsme ukázali, že 

CD4+ i CD8+ buňky aktivované konkanavalinem A v přítomnosti MSCs po dobu 72 hodin 

vykazují sníženou proliferaci (obrázek 24), přičemž stimulované MSCs potlačují proliferaci 

více než MSCs nestimulované. Potlačení proliferace a přežívání aktivovaných T-lymfocytů je 

v souladu s obecnými imunomodulačními vlastnostmi MSCs (Akiyama et al., 2012; Glennie 

et al., 2005). Se sníženou proliferací koreluje snížení aktivace T-lymfocytů (obrázek 23), kterou 

jsme určili na základě povrchové exprese molekuly CD25, jež je považována za aktivační 

marker T-lymfocytů (Caruso et al., 1997). Potlačení aktivace T-lymfocytů po kokultivaci 

s MSCs pozorovali ve své práci také Akhter a kolegové (Akhter et al., 2023). Pro proliferaci  

T-lymfocytů je vyžadován cytokin IL-2 (D’Souza & Lefrançois, 2003). Některé 

z publikovaných studií udávají, že MSCs produkci IL-2 T-lymfocyty potlačují (Laranjeira 

et al., 2015; Park et al., 2011). V naší práci jsme nepozorovali výrazné změny v produkci IL-2 

CD4+ a CD8+ T-lymfocyty po kokultivace splenocytů s nestimulovanými MSCs a MSCs 

stimulovaný IGF-1. Velmi nás ale překvapil nárůst produkce IL-2 CD4+ i CD8+ buňkami po 

kokultivaci s MSCs ovlivněnými oligomycinem (obrázek 26). Důležité je zdůraznit, že v této 

práci byl detekován pouze intracelulární IL-2. To, zda je cytokin sekretován, je potřeba ověřit 

s využitím metody ELISA. Z důvodu omezeného času na vypracování diplomového projektu 

jsme však potvrzení sekrece cytokinů nestihli provést. Na základě doposud získaných výsledků 

nárůst intracelulárního IL-2 nedokážeme vysvětlit. 
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Dále jsme chtěli vědět, jaký vliv mají MSCs stimulované IGF-1, nebo oligomycinem na 

polarizaci CD4+ T-lymfocytů. Z dosavadních studií vyplývá, že MSCs podporují vznik              

T-lymfocytů s protizánětlivým a regulačním fenotypem. Oproti tomu prozánětlivá Th1 a Th17 

odpověď je vlivem MSCs potlačena (Akhter et al., 2023; Luz-Crawford et al., 2019; Park et al., 

2015). V souladu s tím jsou naše výsledky, které ukázaly signifikantní nárůst Foxp3+CD4+ Treg 

po kokultivaci splenocytů s MSCs, přičemž nebyl detekován rozdíl mezi působením MSCs 

nestimulovaných a MSCs ovlivněných (obrázek 25). Zároveň jsme pozorovali nárůst 

v produkci protizánětlivého cytokinu IL-10 CD4+ buňkami po kokultivaci s MSCs 

nestimulovanými a MSCs stimulovanými IGF-1 (obrázek 26). I přes to, že detekovaný nárůst 

nebyl signifikantní, poukazují tato data na indukci imunosupresivního fenotypu CD4+                 

T-lymfocytů. Dále jsme pozorovali pokles produkce prozánětlivého IL-17 po kokultivaci CD4+ 

T-lymfocytů s MSCs, signifikantní po kokultivaci s MSCs ovlivněnými oligomycinem 

(obrázek 26). Avšak nedetekovali jsme výrazné změny exprese RORγt v CD4+ buňkách po 

kokultivaci s MSCs (obrázek 25). Tyto výsledky poukazují na možný vznik CD4+ T-lymfocytů 

se smíšeným fenotypem, které byly již několikrát popsány (Furuyama et al., 2022; Kim et al., 

2017; Martínez-Blanco et al., 2021). Pro lepší pochopení vlivu stimulovaných MSCs na             

T-lymfocyty jsou vyžadovány další experimenty. Mitochondriální přenos není jediný 

mechanismus využívaný MSCs k imunosupresi. MSCs mohou produkovat různé 

imunomodulační molekuly, EV s mikroRNA či interagovat s imunitními buňkami 

prostřednictvím povrchových molekul (Akiyama et al., 2012; Kim et al., 2020; Liu et al., 2019). 

Abychom zohlednili i tyto mechanismy je potřeba provést detailnější analýzu MSCs. Zajímavé 

by bylo měřit například sekretom MSCs a podívat se, zda má stimulace MSCs IGF-1, nebo 

oligomycinem vliv na sekreci imunomodulačních molekul. Dále je potřeba doměřit další 

parametry u T-lymfocytů – metabolické změny po kultivaci s MSCs, apoptózu, popřípadě 

produkci dalších cytokinů.  

Nakonec jsme chtěli zjistit, jestli přijetí mitochondrií z MSCs ovlivní fenotyp                      

T-lymfocytů. T-lymfocyty byly v závislosti na množství přijatých mitochondrií rozděleny na 

dvě skupiny – ty, které mitochondrie od MSCs nezískaly nebo jich přijaly málo, a ty, které 

přijaly více mitochondrií. Následně jsme se u těchto buněk podívali na povrchovou expresi 

CD25, expresi transkripčních faktorů Ki-67, Foxp3 a RORγt a produkci cytokinů IL-2, IL-10 a 

IL-17. Výsledky ukázaly snížený přenos mitochondrií do Foxp3+CD4+ buněk (obrázek 25). 

Klesající trend byl pozorován také u IL-10+CD4+ buněk (obrázek 26). Naopak RORγt+ a            

IL-17+CD4+ buňky vykazovaly vyšší příjem mitochondrií (obrázky 25, 26). Zvýšená tendence 
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přijímat mitochondrie od MSCs byla pozorována také u CD25+ a Ki-67+ T-lymfocytů, vyjma 

skupiny s MSCs stimulovanými oligomycinem (obrázky 23, 24). Z těchto výsledků vyplývá, 

že mitochondrie z nestimulovaných i stimulovaných MSCs jsou přenášeny preferenčně do 

aktivovaných T-lymfocytů s prozánětlivým fenotypem, což je v souladu s výsledky z naší 

laboratoře. Zvýšená produkce ROS v recipientních buňkách je jeden ze signálů, který indukuje 

přenos mitochondrií z MSCs (Burt et al., 2019). Zároveň bylo popsáno, že Treg obsahují méně 

intracelulárních ROS než efektorové T-lymfocyty, a to pravděpodobně z důvodu vyšší 

antioxidační kapacity Treg (Kurniawan et al., 2020). Na základě těchto informací usuzujeme, 

že snížený mitochondriální přenos z MSCs do Treg je spojen s nižším množstvím 

intracelulárních ROS v těchto buňkách. 

V této práci jsme ukázali, že přenos mitochondrií z MSCs do T-lymfocytů se zvyšuje po 

stimulaci MSCs IGF-1, nebo oligomycinem a probíhá preferenčně do aktivovaných 

prozánětlivých buněk. MSCs stimulované IGF-1, nebo oligomycinem si zachovávají 

imunosupresivní potenciál, potlačují aktivaci a proliferaci T-lymfocytů a podporují vznik Treg. 

Korelaci mezi zvýšeným mitochondriálním přenosem a mírou imunosuprese jsme však 

nepotvrdili, což poukazuje na to, že imunomodulace zprostředkovaná MSCs je komplexní 

proces, na kterém se podílí řada mechanismů. Abychom lépe porozuměli působení MSCs 

stimulovaných IGF-1, nebo oligomycinem na T-lymfocyty a změnám, k nimž v T-lymfocytech 

dochází, je potřeba dalších experimentů. 
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7 Závěr 

• U MSCs stimulovaných rapamycinem jsme prokázali aktivaci mitofagie. Předpokládali 

jsme tudíž, že budou z důvodu poklesu množství mitochondrií v buňce vykazovat nižší 

mitochondriální přenos. Avšak tato hypotéza se nepotvrdila. U MSCs stimulovaných 

rapamycinem jsme nedekovali změny v mitochondriální mase ani v jejich schopnosti 

předávat mitochondrie imunitním buňkám. 

• Aktivaci imunosupresivního působení MSCs po ovlivnění IFNγ jsme potvrdili na základě 

zvýšené tvorby NO. Stimulace IFNγ neměla vliv na mitochondrie MSCs ani jejich přenos 

do imunitních buněk. 

• Ukázali jsme, že stimulace MSCs IGF-1 podporuje přenos mitochondrií do imunitních 

buněk. Předpokládali jsme, že ke zvýšení mitochondriálního přenosu dochází z důvodu 

aktivace biogeneze mitochondrií. To jsme ale nepotvrdili. Po stimulaci MSCs IGF-1 

nebyly pozorovány změny ani v mitochondriální dynamice, mitofagii, metabolismu či 

produkci ROS. Fluorescenční mikroskopie ukázala odlišné uspořádání mitochondrií 

v MSCs stimulovaných IGF-1 – mitochondrie nebyly umístěny pouze kolem jádra. 

Umístění mitochondrií blíže plazmatické membráně by se mohlo podílet na zvýšení 

přenosu mitochondrií z MSCs ovlivněných IGF-1. Je však zapotřebí dalšího výzkumu, 

který by objasnil mechanismus působení IGF-1 na MSCs a jejich mitochondrie. 

• U MSCs stimulovaných oligomycinem jsme potvrdili inhibici oxidativní fosforylace. 

Zároveň jsme u nich detekovali fragmentaci mitochondrií související s mitochondriální 

dysfunkcí a výrazný nárůst v přenosu mitochondrií do T-lymfocytů. Zvýšení 

mitochondriálního přenosu si vysvětlujeme tím, že se MSCs ovlivněné oligomycinem 

zbavují poškozených mitochondrií jejich uvolněním z buňky, aby si zajistily vlastní 

přežití.  Uvolněné mitochondrie jsou následně přijaty okolními buňkami. Další studie jsou 

však potřeba, abychom zjistili, jak recipientní buňky přijaté mitochondrie zpracovávají. 

• Zaznamenali jsme, že přenos mitochondrií probíhá preferenčně do prozánětlivých 

aktivovaných T-lymfocytů. 

• Ukázali jsme, že MSCs stimulované IGF-1, nebo oligomycinem potlačují aktivaci a 

proliferaci T-lymfocytů a podporují vznik Treg. Imunosupresivní potenciál MSCs je tudíž 

zachován i po jejich stimulaci. Na základě získaných výsledků však nejsme schopni 

vysvětlit všechny změny, k nimž v T-lymfocytech po kokultivaci s MSCs dochází, a 

proto je potřeba dalších studií. 
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