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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové burky (MSC) jsou heterogenni populaci stromalnich bunék vyka-
zujici pluripotentni diferenciacni potencial. Mohou byt izolovany z mezodermalnich tkani,
jako jsou kostni dien, tukova tkan, pupecnikova a periferni krev a diky své schopnosti adhe-
rovat k plastovym povrchlim se daji snadno externé namnoZit. Tyto buriky vykazuji vyznam-
né imunoregulacni vlastnosti, suprimuji funkce T-, B- a NK-bunék, komunikuji také
s dendritickymi burfikami a ovliviuji tak imunitni reakce béhem hojeni a regenerace posko-
zené tkané. Navic byla prokazana migracni schopnost MSC do mist zanétu a poranéni. Pro

viechny tyto vlastnosti jsou MSC velmi slibnym nastrojem pro klinické aplikace.

Nasim primarnim cilem bylo identifikovat postupy, kterymi by bylo moZzné podpofit imuno-
regulacni vlivy MSC. Za timto ucelem jsme vytvofili schéma sestdvajici z in vitro preinkubace
MSC s rliznymi cytokiny a ligandy toll-like receptor( (TLR), s imyslem pfipravit MSC s lepSim
terapeutickym ucinkem pfi hojeni poranéni in vivo. Sledovali jsme zmény ve vlastnostech

MSC a nasledné i rozdilné plsobeni takto ovlivnénych MSC na buriky imunitniho systému.

Imunosupresivni vlivy MSC jsou do velké miry zprostfedkovany solubilnimi faktory, jejichz
produkce se v MSC indukuje kontaktem s cilovymi burikami. Uvadi se, Ze v inhibiénich funk-
cich MSC hraji roli oxid dusnaty (NO), interleukin (IL-) 6 a dalSi medidtory produkované po
aktivaci téchto bunék. Exprese rozpustnych molekul také zavisi na okolnim prostredi. Ukazu-
jeme, Ze vlivem prozanétlivych (IL-1, IL-2, IFNy, TNFa) nebo protizanétlivych (TGFB, IL-10)
cytokinl dochdzi ke zménam v produkci NO, IL-6 a IL-10. JelikozZ tyto zmény mohou modifi-
kovat diferenciaci naivnich bunéénych populaci v regulacni ¢i prozanétlivé fenotypy, porov-
nali jsme vlivy supernatant(i z MSC ovlivnénych spektrem cytokin( a specifickych ligand(i na

populaci splenocytl (Spl) a makrofagu.

Z nasich vysledk( usuzujeme, Ze MSC se vyznamné podileji na vyvoji imunitnich reakci. Ak-
tivné migruji do mist poranéni nebo infekce a napomahaiji rekrutovat imunitni buriky. Jsou
ale také schopné suprimovat jejich imunitni odpovéd a podporovat regeneraci poskozené
tkané. Aktivita MSC je silné ovlivnéna okolnim mikroprostfedim. Za ucelem podporeni jejich
terapeutického potencidlu tak mohou byt ke zlepseni imunoregulaénich vlastnosti pouzity
specifické faktory. Lepsi porozuméni MSC miZe napomoci pfi vyvoji novych terapeutickych

postupu.

Klic¢ova slova: Mezenchymalni kmenové buriky, imunoregulace, cytokiny, toll-like receptory
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) represent a heterogeneous population of stromal cells with
a pluripotent differentiation potential. They can be isolated from multiple tissues of meso-
dermal origin, such as bone marrow, adipose tissue, umbilical cord blood and peripheral
blood and afterwards externally expanded according their adherence to the plastic surfaces.
These cells show remarkable immunomodulatory properties, suppressing T-, B- and NK-cell
functions, and also modulating dendritic cell activities and influencing immune responses
during tissue repair and recovery. MSCs have been shown to possess ability to migrate to
sites of inflammation and tissue injury. All these properties make MSCs a promising tool for

clinical application.

Our primary goal was to identify processes that may influence immunoregulatory effects of
MSCs. In order to promote immunossupressive qualities of MSCs we established the scheme
comprising MSCs precultivated with various cytokines and Toll-like receptors (TLR) ligands in
vitro, with the final aim to improve the therapeutic effect of MSCs on wound healing in vivo.
We studied modulation of MSCs properties and consequently the effect of influenced MSCs

on cells of the immune system.

The immunosuppression is mainly mediated through secreted factors that MSCs produced
after contact with target cells. Nitric oxide (NO), interleukin (IL-) 6 and other mediators have
been reported to be produced by MSCs after activation and play a role in inhibition of im-
mune cells. Production of soluble factors by MSCs depends on their cytokine environment.
Here we show changes in NO, IL-6 and IL-10 production depending on the presence of
proinflammatory (IL-1, IL-2, IFNy, TNFa) or antiinflammatory (TGFp, IL-10) cytokines. These
changes can influence differentiation of naive cell populations into regulatory or
proinflammatory phenotype. We therefore compared effects of supernatants from MSCs
preincubated with spectrum of cytokines and specific ligands on the population of

splenocytes (Spl) and macrophages.

We conclude that MSCs significantly contribute to the development of immune responses.
They actively migrate to the site of injury or infection and help to recruit immune cells as
well as they are able to suppress the immune response and promote regeneration of dam-
aged tissue. The activity of MSCs is strongly influenced by surrounding microenvironment
and thus specific factors can be used to modify their immunoregulatory properties in order
to improve their therapeutic potential. Enhanced understanding of MSCs may help to de-

velop novel therapeutic procedures.

Key words: Mesenchymal stem cells, immunoregulation, cytokines, toll-like receptors

Str.5



Obsah

Y o1 - | OO U P PUROTOUPRPPPN 4
Y o1 1 T PO S PTPOO P PR T PRUPPUPRRPRRPRR 5
(0] <11 o USSP PP PP PRI POPPTON 6
1 S@ZNAM ZKIALEK ..eeueiiiiieeeiee ettt ettt sttt sttt e e s bt e e be e e sabe e s bee e s beeebbeeanneesreeesareenas 8
p N U 1Yo Yo LR UPTST 10
N 11T o - ol TP 11
N W 1T =T VI o =] 11T P USSR 12
4.1 Objev, plvod a zakladni charakteristiky mezenchymalnich kmenovych bunék.................. 12
41.1 Objev a prvni izolace mezenchymalnich kmenovych bunék.........cccccoevvieiiiiiieeinnnen. 12
4.1.2 Diferenciace mezenchymalnich kmenovych bunék...........ccovvviiiiiiiiiiiiiiie e, 12
4.1.3 Fenotyp mezenchymalnich kmenovych bunék..........cccoooreiiiiiciii e, 14
4.1.4 Zdroje mezenchymalnich kmenovych bunék..........ccoveeiiiiiiicciie e 14

4.2 Funkce mezenchymalnich kmenovych bunék v organismu.......cccccevvcveeenicieececcieee e, 15
421 Hematopoetickd NIKa .......occviiiiiiiie e e e e e s seaee e 15
4.2.2 (0] o] oTe ) = I =Y oF- [ - Vol TSP 15

4.3 Interakce mezenchymalnich kmenovych bunék s bunkami imunitniho systému ............... 16
43.1 Mezenchymalni kmenové bunky vs. Dendritické buniky.........cccccoeeeeiiieieeiiiiee e, 18
4.3.2 Mezenchymalni kmenové buniky vs. T lymfocyty....ccccveviviiiiiiiciiieeciee e 19
433 Mezenchymalni kmenové buniky vs. B lymfocyty ......ccveeevciiiiiiciiiiiec e, 22
434 Mezenchymalni kmenové bunky vs. Makrofagy ........cccceeeciiieiciiieiiciee e, 23
435 Mezenchymalni kmenové bunky vs. NK buniky ........cccoeiiiiiiiiiiie e, 24
4.3.6 Imunoprivilegovanost mezenchymalnich kmenovych bunék...........ccocoeeiiieiinnnennn. 24

4.4 Vlivy imunologicky aktivnich 1atek Nna MSC ........ooiiiiiiiiiie e 25
4.5 Terapeutické vyuZziti mezenchymalnich kmenovych bunék..........cccoveviiciiiiiiciieeicciieeeee 26
45.1 Y01 o 1 ] = ol RSN 26
4.5.2 =T o L [ I =T ={=] =T = Lol Nt 27
453 N\ To o] o)z 10 10 gTe] [o =41 TSR 28

I V- 1Y T I T 0= oo Y 2R U UPR 30
5.1 FAY =) £ T OO ST PPTUPPTOTRRRTPRN 30
5.2 POUZITE MBAGENCIE . eeiiitiieeeectieee ettt e ettt e e ettt e e et e e e e be e e e eeataeeeeaabaeeeeastaeeeesssaeeesanssseesansranaans 30
5.2.1 ROZEOKY @ MBI ..uuiiiiiiiii ettt e et e e e et e e e et e e e e arae e e e ntseeeeennaeeaeas 30
522 POUZitE ChemMIKAlIE ..c...ooiieieeieee e e 31

5.3 PouZité techniCké VYDaVeNi.....ccccuiiii e e 32
5.4 POUZITY SOTTWAIE. ...eiiiiiiiee ettt et e et e e ettt e e e e ta e e e e e ata e e e e e abaeeeeeasaeeesaasseeesennraeanas 33
5.5 1Y/ =T oo L U SEPRROE 33
55.1 1201aCe @ KUITIVACE IMISC ...ttt e s e s 33



5.5.2 o 11 =T =T o [ T Y R 34

553 Ovlivnéni mezenchymalnich kmenovych bunék..........cccoceviiiiiiiiiiiiicre e, 35
554 o I Y PP PPPPRPPPTRTRPRE 35
5.5.5 Gri@SSOVA MBAKCE ..oueiietiieiiie ettt ettt sttt st e et e st e s bt e e sabe e e seeesateesreeesabeeeans 37
5.5.6 Reverzni transkripCe, PCR.......ooocciiii ettt e e e vae e e s saae e e s aan e e senaaeeeeas 37
5.5.7 PrUtOKOVEA CYtOMELIIE. .. .c.uiiietee ettt ettt ettt e re e et e e tte e e teeeeateesareeebeeesareean 39
5.5.8 Barveni mezenchymalnich kmenovych bunék PKH-26 ..........cceevveiiviiiiiiniiiee e, 40
5.5.9 Intravendzni aplikace mezenchymalnich kmenovych bunék..........cccccoveeeviiieiiiiinennnn. 41
5.5.10  Difere@nciale IMSC ......couiiiieiiienieiieeee ettt ettt ettt st st s b bt e sree s e eneees 41
5.5.11  StatiStickd @N@lyzZa ....ccoccueieieeeeeeeee e e 42
LY AV 1T QRPN 43
6.1 Charakterizace MSC izolovanych z kostni dfené a z tukové tkdné...........ccccceevvcvrveeeeeeennnn. 43
6.1.1 POVIChOVE MArKEIY ettt e e et re e e e saereeeeas 43
6.1.2 Adipogenni a osteogenni diferenCiace........eeivcuvieeicciiee e 43
6.1.3 INNIDIENT VIASTNOSTI...cueieieieiieieete e et 45
6.2 IN ViItro @XPEIrIMENTY |.eeiiiiiiiiiiiiiiee ettt et e e e e s s s sbrre e e e e e s s s snabanaeeeeessnnns 46
6.2.1 Zakladni ovlivnéni mezenchymalnich kmenovych bunék rozpustnymi faktory........... 46
6.2.2 Ta] aT1 ool o TR =Ty 4V IR 48
6.2.3 Produkce CytOKING L. .....eei et e e e aae e e e eaaaeeeeas 50
6.2.4 Expresni profil mezenchymalnich kmenovych bunék...........ccoecoieeiiiiiiiieiiiiee e, 52
6.3 IN VIVO EXPEIIMENTY ..tttiiiiiiiiiiiiiietee e eesirrte et e s s sssstitaeeeeeessssbtbaeeeeessssssssseaeeessssssssrsnaeeeessnnas 53
6.3.1 Proliferace, zastoupeni Treg a Th17 bunék, produkce cytokinG..........c.ccccecvveecrveennenn. 53
6.3.2 Y T ol VARV - 1 i g o1y SRR 56
6.4 In vitro experimenty |l - Rozsitené spektrum ovlivnéni MSC.........cccccoveeeeciieeecieee e, 58
6.4.1 Produkce NO mezenchymalnimi kmenovymi bufikami .........cccocevveeiiiiieennciiiee e, 58
6.4.2 Viabilita mezenchymalnich kmenovych bun@k........cccoeiviiiiiiciiiiiie e 61
6.4.3 Produkce IL-6 mezenchymalnimi kmenovymi bufikami ........cccccccveeriiiieiiniiiiiee e, 62
6.4.4 TaT a1 o T el o TR =Ty 4V | IR 63
6.4.5 Produkce CytoKING [1.......oooceeeee ettt ettt e e e s aa e e e tae e e eeaareeaean 65
6.4.6 Produkce NO @ IL-10 Makrofagy......ccccuieiieciiiiecciiie et 67
DISKUZE ..ttt ettt sttt et e bt e s b e s et s bt e bt e bt e b e e s b e sae e eae e et e e neenneesane e 69
ZAVET ..ttt ettt ettt be bt eh e h et et e e Attt e bt e eh e e eht e eate e bt e bt e be e bt e ahe e et e eateentean 76
SEZNAM CITACT . c..eetie ittt ettt e bt e s bt e s ae e st e st e e b e e s bt e sbeesaeeeaeeeateeneeas 77

Str. 7



1 Seznam zkratek

Ab Protilatky (Antibodies)
APC Buriky prezentujici antigen (Antigen presenting cells)
AT-MSC Mezenchymalni kmenové burky izolované z tukové tkané (Adipose tissue

mesenchymal stem cells)
BCGF Rastovy faktor B bunék (B cell growth factor)
BM-MSC Mezenchymalni kmenové bunky izolované z kostni dfené (Bone marrow

mesenchymal stem cells)

CcD Diferenciac¢ni antigen (Cluster of differentiation)

CTL Cytotoxicky T lymfocyt (Cytotoxic T lymphocyte)

DC Dendritické burky (Dendritic cells)

ddH,0 Deionizovana voda

DMEM Dulbecco’s modified Eagle's medium

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfaty (deoxyribonucleotide triphosphate)

EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina (Ethylendiamintetraacetic acid)

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ESC Embryonaini kmenové burnky (Embryonic stem cells)

FCS Fetalni teleci sérum (Fetal calf serum)

FITC Fluorescein isothiokyanat (Fluorescein isothiocyanate)

FoxP3 Forkhead box P3

FSL-1 Synteticky diacylovany lipoprotein

G-CSF Granulocytarni faktor stimulujici kolonie (Granulocyte-colony stimulating
factor)

GF Rastovy faktor (Growth factor)

GFP Zeleny fluorescencni protein (Green fluorescent protein)

GvHD Nemoc spojena s reakci Stépu proti hostiteli (Graft versus host desease)

HGF Hepatocytarni glistovy faktor (Hepatocyte growth factor)

HLA-G5 Lidsky leukocytarni antigen G5 (Human leukocyte antigen G5)

HSC Hematopoetické kmenové buriky (Hematopoetic stem cells)

HSP Protein teplotniho Soku (Heat-shock protein)

IDO Indolamin 2,3-dioxygenaza (Indolamine 2,3-dioxygenase)
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IFN Interferon

IL Interleukin

iNOS Inducibilni NO syntdza (Inducible NO synthase)

LPS Lipopolysacharid (Lipopolysaccharide)

M-CSF Monocytarni faktor stimulujici kolonie (Monocyte-colony stimulating factor)
MHCgp Glykoprotein hlavniho histokompatibilniho komplexu (Major

histocompatibility complex glycoprotein)

MSC Mezenchymalni kmenové burnky (Mesenchymal stem cells)
NO Oxid dusnaty (Nitric oxide)

Pam3 Lipopeptid z Gram-pozitivnich bakterii

PCR Polymerdazova retézova reakce (Polymerase chain reaction)
PGE, Prostaglandin E,

PE Fykoerythrin (Phycoerythrin)

PBS Fosfatovy pufr (Phosphate buffered saline)

rcf Relativni centrifugacni sila (Relative centrifugation force)
Roryt Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor yt

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction

Spl Slezinné bunky (Splenocytes)

TCR T bunécény receptor (T cell receptor)

TGF Transformujici rastovy faktor (Transforming growth factor)
TLR Toll-like receptor

TNF Faktor nekrotizujici nadory (Tumor necrosis factor)

VEGF Vaskulo-endotelidlni rGstovy faktor (Vascular-endothelial growth factor)
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2 Uvod

Mezenchymalni kmenové buriky (MSC) jsou jednim z typl kmenovych bunék ptiro-
zené se vyskytujicich v lidském organismu. MSC jsou multipotentni, mohou se tedy opako-
vané délit a diferencovat v rlzné bunééné typy mezodermalniho plivodu, ale jsou schopné
téz transdiferencovat v bunky pochazejici plivodné z jinych zdrodecnych list. Jednd se o
heterogenni bunécnou populaci vyskytujici se v rlznych orgdnech. Jejich izolace z kostni
dfené nebo z tukové tkdné a nasledna in vitro expanze v plastikovych kultivaénich lahvich je

velmi snadn3, a ¢ini z nich tak pomérné nendrocny objekt studia.

V organismu maji MSC fadu funkci. Primdarné jsou pfritomny v kostni dieni, kde spolu-
vytvari prihodnou niku pro hematopoetické buriky. Dale jsou po in vivo aplikaci schopné
migrovat do mist poranéni, regulovat rozvijejici se imunitni reakce a napomahat reparaci a
regeneraci poSkozené tkané. Soucasné jsou MSC vyrazné méné imunogenni nez ostatni bu-

nécné typy, coz z nich ¢ini slibny nastroj pro terapeutické vyuZziti v riznych odvétvich.

Terapie pomoci kmenovych bunék je v poslednich letech jednim z nejvice se rozvije-
jicich odvétvi experimentalni mediciny, které jiz vstoupilo do klinické praxe. MSC se v sou-
¢asnosti zacinaji vyuzivat napf. pro podporeni ujeti kostné-dfenového transplantatu. Uvazu-
je se o jejich zapojeni do lé¢ebnych postupt po infarktu myokardu, ale téz jakozto potenci-
alniho reparacniho agens po uUrazech michy. Diky vSem svym vlastnostem a skutecénosti, Ze
jsou MSC v organismu pfitomny az do dospélosti, vsobé MSC skytaji potencial vyuziti

v podobé autolognich stép, ¢imzZ by se snizilo riziko nezadoucich odpovédi po dané lécbé.

Cilem této prace je zjistit, jakymi vlivy by bylo mozné imunomodulaéni a migracni
schopnosti MSC jesté vice podpofit a dosahnout tak Gc¢innéjsi regulace imunitni odpovédi.
Dale porovnava vlastnosti MSC izolovanych z rliznych zdrojovych tkani. To vse je studovano

v in vitro a in vivo pokusech s vyuzitim mysiho modelu.
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3 Cile prace

MSC jsou studovany zejména pro své schopnosti regulovat imunitni odpovédi. Po-
stupné jsou popisovany interakce mezi MSC a burikami imunitniho systému i mechanismy,
kterymi MSC tyto buriky ovliviuji. V prlibéhu téchto interakci dochdzi k modulacim vlastnos-
ti obou komunikujicich stran, o ucincich imunokompetentnich bunék a imunologicky aktiv-

nich latek na MSC ale prozatim neni znamo mnoho.

Cilem nasi prace bylo nejprve srovnat vlastnosti MSC izolovanych z kostni dfené a
tukové tkané. Nasledné jsme chtéli porovnat plsobeni pro- a protizanétlivych mediator( na
MSC a urcit postupy, kterymi by bylo moZzné podpofit jejich imunomodulaéni ucinky. Za tim-
to ucelem jsme studovali vlivy faktorl, které se Gcastni imunitnich reakci, abychom mohli
vysledovat tendence MSC v pribéhu imunitni odpovédi. Na in vivo modelu jsme poté chtéli

porovnat migracni schopnosti MSC kultivovanych v pritomnosti téchto mediatoru.
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4 Literarni prehled

4.1 Objev, pavod a zakladni charakteristiky mezenchymalnich kmenovych
bunék
Mezenchymalni kmenové burnky (MSC) jsou jednou z populaci kmenovych bunék
dospélého organismu. Jsou definovany kombinaci svych morfologickych, fenotypickych a
funkénich vlastnosti, jelikoz nenesou zadny specificky znak (marker), na zakladé néhoz by je

bylo mozné jednoznacéné odlisit od zbylych bunéénych populaci.

4.1.1 Objev a prvni izolace mezenchymalnich kmenovych bunék

Zcela pGvodné byly MSC charakterizovany jako bunky fibroblastického tvaru pfitom-
né v kostni dfeni a schopné adherovat na plastovy povrch (Friedenstein et al. 1992;
Friedenstein et al. 1966). Zastoupeni MSC v kostni dfeni je odhadovano na pouhych 0,01 —
0,001 % (Pittenger et al. 1999), pro jejich izolaci je tedy nutné odstranit hematopoetické a
dalsi prekurzory a populaci MSC v kultivaéni lahvi tak relativné obohatit. Pravé vyuziti
schopnosti MSC adherovat je stale jednou ze zakladnich selekénich metod. Takto ziskana
kultura se nasledné velmi rychle amplifikuje a zbavuje neadherentnich bunék opakovanym

oplachem a pfenosem na nové kultivacni médium (pasazovanim).

4.1.2 Diferenciace mezenchymalnich kmenovych bunék

Potencidl kmenovych bunék byl jiz od samotného postulovani jejich existence, a
neméné pak po jejich objeveni v sedmdesatych letech, velmi vysoce cenén. Nejvétsi zajem
vzbuzovaly embryondini kmenové buriky (ESC) schopné vytvaret buriky vSech zarodecénych
listd. Touha po védeckém poznani je kazdym objevem posunuta do sféry hledani a nalézani
vyuziti téchto objevl klinické praxi. Hned v pocatku vyzkumu lidskych ESC ale véda zafungo-
vala jako sebekriticky subjekt a vyznamné jej omezila (z etickych, ale i dalSich davodu). To
podpofilo snahu nalézt co nejvhodnéjsi ekvivalent, ktery by se svymi vlastnostmi ESC co nej-
vice priblizoval. Kmenové buriky dospélého organismu ale od ESC odliSuje pravé predevsim
omezena diferenciacni schopnost, tedy tvorba bunék odvozenych vétsinou pouze z jednoho

zarodecéného listu.

MSC, ontogeneticky pochazejici mezodermalniho zarodecného obalu, jsou kromé
adhezivnich vlastnosti a fibroblastického tvaru charakterizovany také schopnosti diferenco-
vat v buriky mezodermalniho plvodu. Primarné to jsou adipocyty, osteoblasty a chondrocy-
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ty (Friedenstein et al. 1966; Gronthos et al. 1994; Undale et al. 2009). Nasledné se ale ukaza-
lo, Ze diferenciacni potencidl MSC je vyrazné vétsi, a tvofi tak jednu z vyjimek mezi kmeno-
vymi burikami dospélého organismu. Pod vlivem definovaného koktejlu rlistovych a dalSich
faktord jsou totiz MSC schopny vytvaret buriky dalSich zarodecénych list(i (transdiferencovat),
burniky neuroektodermadlniho a endodermalniho charakteru (Song and Tuan 2004; Uccelli et

al. 2008). Tato pomérné ojedinéld vlastnost zajem o MSC a jejich vyuZiti v klinické praxi dale
prohlubuje.
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Obr. 1: Schématické zobrazeni diferenciacnich a transdiferencia¢nich schopnosti mezen-
chymalnich kmenovych bunék. MSC, poprvé izolované z kostni diené, maji kromé potencialu

7
udrzovat svou populaci a proliferovat, schopnost diferencovat v rizné bunécné typy mezodermu

(stromalni buriky, chondrocyty, adipocyty, osteoblasty) a transdiferencovat v buriky zbylych dvou

zarodecnych listl (neuroektodermalni — epitelidlni buriky, neurony; endodermalni

— myoblasty, ja-
terni a ledvinné buriky). Pfevzato z Uccelli a kol. 2008
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4.1.3 Fenotyp mezenchymalnich kmenovych bunék

MSC byly poprvé izolovany z kostni difené. Vzhledem k absenci markeru specifického
pro MSC, byla snaha je vymezit vi¢i ostatnim kostné dfefiovych bunécnym populacim. Ne-
gativné fenotypicky definovany jsou MSC vuci krevnim bunkam a jejich progenitoriim,
s nimiz tuto svou niku sdili (Muguruma et al. 2006). Naopak pozitivni jsou MSC zejména na
cetné typy adhezivnich molekul, které jsou zodpovédné za adherentni fenotyp MSC (Conget

and Minguell 1999).

Mezi zdkladnimi povrchovymi charakteristikami, které jsou na MSC pfitomny, byvaji
uvadény diferenciacni antigeny (cluster of differentiation, CD) CD44, CD90 (adhezivni mole-
kuly), integrin CD29 (jindy nazyvan very late antigen 4, VLA-4), nizkoafinitni receptor pro
transformujici rstovy faktor B (transforming growth factor 8, TGFB; CD105) nebo téz povr-
chova peptidadza CD13. Na MSC je pfitomen téz kostné diefiovy marker STRO-1. MSC naopak
neexprimuji, a jsou tedy negativné specifikovany, povrchovymi molekulami CD45, CD34,
CD31, CD11b (leukocytarni, resp. hematopoetické a endotelidlni antigeny) nebo CD14 (sloz-

ka vrozené imunity) (Conget and Minguell 1999; Ghannam et al. 2010; Javazon et al. 2004).

4.1.4 Zdroje mezenchymalnich kmenovych bunék

Postupujicim studiem v oblasti kmenovych bunék riznych organu byl zjistén vyskyt
bunék s obdobnymi vlastnostmi a fenotypem, jako maji MSC, i v jinych tkanich dospélého
organismu, nez je kostni dien. Po podrobnéjsi analyze byly tyto bunky skutecné zarazeny
mezi MSC, jelikoz splfiovaly zakladni charakteristiky jim pfipisované. Dal$imi zdroji, z nichz je
tedy v soucasnosti mozné MSC izolovat, jsou tukova tkan, jatra, plice, kosterni svalstvo a

dalsi (Kern et al. 2006; Krampera et al. 2007; Li et al. 2007).

MSC byly vyizolovany i ze zarodecnych, resp. fetalnich tkani a organ(, jako je Zlout-
kovy vacek, slezina, jatra, zdrodecnda kostni dfen a dale placenta, pupecnik ¢i pupeénikova
krev (Campagnoli et al. 2001; Kern et al. 2006; Li et al. 2007). Z toho je patrné, Ze postupem
¢asu a poznani zacal pojem ,MSC” zahrnovat pomérné rGznorodou populaci multipotent-

nich bunék organismu.

Ocekavalo by se, Ze se jednotlivé tkanové subpopulace budou svymi vlastnostmi lisit

(Javazon et al. 2004). Jista nesourodost mezi subtypy MSC panuje, nicméné povétsinou neni
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zasadniho funkéniho razu. Leckdy tak mohou byt pozorované diskrepance ndasledkem ne-
konzistentnosti pracovnich postupl ¢i zdrojovych organismU — rozdily totiz panuji jak mezi
druhy (Kuznetsov et al. 1997), tak napt. i mezi rznymi imbrednimi kmeny (Peister et al.

2004).

4.2 Funkce mezenchymalnich kmenovych bunék v organismu
4.2.1 Hematopoeticka nika

Podrobnéjsi vycet tkani, z nichZz je mozné MSC izolovat (viz. vysSe), kromé primarni
kostni dfené, obsahuje i dalsi organy zodpovédné krvetvorbu (Zloutkovy vacek nebo fetalni
jatra). Implicitné to ukazuje na fakt, ze role MSC v hematopoéze je nezanedbatelna a to jiz

od jejiho pocatku.

MSC v kostni dieni a dalSich zminénych orgdnech vykondvaji svou zcela zdsadni funk-
ci, sice spoluvytvari podptrné mikroprostiedi pro hematopoetické kmenové burky (HSC) a
krvetvorbu, tzv. hematopoetickou niku (Uccelli et al. 2008). MSC zde diferencuji ve velké
spektrum bunéénych typa (stromalni buriky, pericyty, myofibroblasty, osteoblasty, endoteli-
alni bunky) (Muguruma et al. 2006), které udrzuji HSC a od nich odvozené progenitory
v klidovém stavu bunécéného cyklu (Gq fazi), tedy reguluji jejich déleni a soucasné je chrani
pred apoptotickymi signaly. V kostni difeni MSC indukuji expresi adhezivnich molekul, ¢imz
posiluji tésny kontakt mezi jednotlivymi populacemi, navic produkuji spektrum rozpustnych

faktord, a celoZivotné tak dynamicky proces krvetvorby ustaluiji.

4.2.2 Obnova areparace

VSechny kmenové a progenitorové bunky v téle plsobi predevsim jako rezervoar
tkanové specifickych bunék (kuptikladu buriky viasové cibulky nebo stfevnich krypt), jak pro

béZnou obnovuy, tak i pro pfipadné opravy pfi poskozeni.

MSC maji obdobné funkce, s tim rozdilem, Ze navic vykazuji migraéni vlastnosti a jsou
tedy schopné vycestovat do mist reparaci krevnim fecistém i pomérné daleko od své do-
movské niky. V téchto mistech pak samy mohou jak diferencovat v buriky cilové tkané, tak

ale téZ napomadhat hojeni poranéni (Tomchuck et al. 2008; Wu et al. 2007).
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Migrace MSC z jejich niky do mista reparace je iniciovana pfijetim signalu o vzniklé
disharmonii. MSC exprimuji kromé receptor( pro rlstové faktory a jiné chemoatraktanty
(Fiedler et al. 2002; Neuss et al. 2004; Ponte et al. 2007) také receptory (toll-like receptory;
TLR) senzitivni k latkdm uvolfiovanym z poskozenych bunék a tkani (proteiny teplotniho So-
ku, HSP), ale i k molekuldam pochazejicim z patogennich organism( (Pevsner-Fischer et al.
2007; Raicevic et al. 2011). Inicia¢nim faktorem migrace MSC tak muze byt mechanické po-
ranéni, zanét, infekce nebo rozvijejici se rakovinné bujeni. Ve viech téchto pfipadech posti-
Zzena tkan produkuje signalni molekuly, které se skrze krevni cirkulaci v organismu rozsifi a
indukuji prislusné reakce, popfipadé pfimo chemotakticky rekrutuji bunky k postizenému
mistu (Fiedler et al. 2002). Pohyb MSC po gradientu rozpustnych molekul silné pfipomina

migraci vykonnych imunitnich bunék k centru zanétu.

4.3 Interakce mezenchymalnich kmenovych bunék s bunnkami imunitniho
systému

TLR spadaji do vrozené slozky imunity a jsou primarné pfitomné pravé na bunkach

imunitniho systému. Hraji hlavni roli vrozeznani patogenl a zahdjeni reakce proti nim

(Janeway and Medzhitov 2002). Identifikace funkcnich TLR na MSC pfivedla védce k otazce,

jakou roli mohou receptory na MSC, resp. MSC v imunitnich reakcich predstavovat.

MSC jsou diky svému receptorovému proteomu atrahovany do stejnych lokalit, jako
buriky imunitniho systému. | mechanismus extravazace krevnich kapilar je obdobny tomu,
ktery wvyuzivaji leukocyty, tedy zavisly na expresi adhezivnich molekul vazajicich se
na endotelialni, kupfikladu interakce VLA-4 pfitomného na MSC a endotelidlniho VCAM-1
(Ruster et al. 2006). V cilovém misté se tedy obé bunécné populace setkavaji, vystupy

z aktivovanych signalnich drah jsou ale zpravidla odlisné.

Na povrchu vsech bunék organismu se nachdzeji glykoproteiny z rodiny hlavnich his-
tokompatibilnich komplexd (major histocompatibility complex, MHCgp). Tyto molekuly slou-
Zi k prezentaci antigent bunkam imunitniho systému a umoziuji jim tak dohlizet na integritu
organismu. U MSC, pomérné chudych na tyto povrchové glykoproteiny (Uccelli et al. 2006),
byla popsdna produkce solubilni varianty, sice HLA-G5, ktera se spolupodili na imunoregu-

lacnich vlastnostech MSC (Selmani et al. 2008).
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Déle byla u MSC opakované popsdna exprese cytokint, ristovych faktor(, ptripadné
sekretovanych enzym(, které se rlznou mérou podileji na jednotlivych regulacnich proce-
sech. Mezi zakladni cytokiny produkované MSC jsou fazeny TGFp, interleukin (IL-) 6, IL-10 a
prostaglandin E, (PGE;). DalSimi rozpustnymi biologicky aktivnimi molekulami sekretovany-
mi MSC jsou enzym katabolizujici tryptofan, indolamin 2,3-dioxygenaza (IDO), nebo leukocy-
tarni inhibi¢ni faktor (LIF). V neposledni fadé MSC produkuji mnoZstvi rlstovych faktoru
(growth factors, GF) hepatocytarni (HGF), vaskulo-endotelidlni (VEGF), faktor stimulujici
granulocytarni kolonie (G-CSF), monocytarni-CSF (M-CSF) (Aggarwal and Pittenger 2005;
Meisel et al. 2004; Neuss et al. 2004; Raicevic et al. 2011).

Kromé ovliviiovani imunitnich reakci rozpustnymi molekulami, je predpokladan i
primy bunécny kontakt mezi MSC a burikami imunitniho systému. Nicméné prozatim nebyly
identifikovany povrchové molekuly, které by za tuto interakci mohly byt zodpovédné. Kram-
pera a kol. ze svych vysledk( usuzuji na eventudlni fyzické branéni MSC v interakci mezi
imunitnimi burikami, které se v systému jinak vzajemné stimuluji (Krampera et al. 2003).
MozZna je vSak i varianta, Ze nemusi nutné dochazet k fyzické interakci MSC — burika, ale
spoustécim mechanismem jsou pouze molekuly parakrinné uvolfiované do okoli a vazajici se
tak na receptory na povrchu sousednich bunék. Tedy i pouhé pfiblizeni bunék k MSC v nich
iniciuje prislusné reakce. Nékteré z vySe jmenovanych solubilnich molekul (napf. IL-6 nebo
rastové faktory G-CSF, M-CSF) jsou v bazdalni mife uvolfiovany konstitutivné (Haynesworth et
al. 1996). Produkce vétsiny téchto molekul je ale v MSC indukovana/posilena aZ prijetim
signalu o naruseni integrity organismu, v in vitro podminkdach tedy az po kokultivaci MSC se
stimulans poptipadé aktivovanymi (nebo alogennimi) bunkami (Djouad et al. 2003;

Haynesworth et al. 1996; Meisel et al. 2004).

MSC jsou pravdépodobné schopné komunikovat s vétSinou imunitnich bunék (Obr.
2). Jelikoz ale imunitni systém tvori vysoce komplexni sit, pozorované vlivy MSC na funkci,
proliferaci nebo aktivaci jednoho bunécéného typu mohou byt ve skutecnosti vysledkem kas-
kady bunécnych interakci. Zamérime se na pravdépodobné interakce mezi MSC a dendritic-
kymi burikami (dendritic cells, DC), subpopulacemi T lymfocytd, B lymfocyty, makrofagy a

ptirozenymi zabijeci (natural killers, NK).
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Obr. 2: Nastin interakci mezi mezenchymalnimi kmenovymi buiikami a bunikkami imunit-
niho systému. MSC jsou schopné komunikovat s celym spektrem imunitnich bunék. Na nékterych
interakcich se podileji jak bunécény kontakt, tak i rozpustné faktory (IDO, PGE,, HGF, TGF, IL-6 a dal-
Si). Ne vSechny interakce byly doposavad jednoznacné identifikovany a musi byt blize prostudovany.
Pfevzato z Uccelli a kol. 2008.

4.3.1 Mezenchymalni kmenové buriky vs. Dendritické burky

Dendritické burnky (DC) jsou nejucinnéjsi antigen prezentujici bunky (APC) a ucastni
se tak iniciace antigenné-specifickych imunitnich odpovédi. Nezralé DC se po rozpozndani
nebezpecnych molekul aktivuji: exprimuji kostimulaéni molekuly (CD40, CD80, CD86), pro-
dukuji IL-12 a zvysuji expresi MHCgp druhé tfidy (MHCgpll) a téz chemokinového receptoru
CCR7, ktery usmérnuje jejich presun z periferie do miznich uzlin, kde prezentuji tyto antige-

ny T lymfocytim — primarné pravé skrze MHCgpll zpravidla pritomny pravé na APC.

MSC jsou schopné reverzibilné inhibovat vsechny ti zakladni prvky maturace DC —
snizuji expresi kostimulacnich molekul, snizuji po¢et MHCgpll a brani tak antigenni prezen-
taci, inhibuji i migraci (homing) do lymfatickych uzlin, jelikoz omezuji expresi CCR7 a soucas-
né brani snizit produkci E-kadherinu, ktery drzi nezralé DC v periferii (Beyth et al. 2005;
Djouad et al. 2007; English et al. 2008; Nauta et al. 2006).

MSC dovedou i hybat poméry mezi jednotlivymi subpopulacemi DC. U myeloidnich
DC sniZuji expresi silné prozanétlivého faktoru nekrotizujiciho nadory a (Tumor necrosis

factor, TNFa), ktery tyto bunky stimuluje k maturaci a homingu do lymfatické tkané. Sou-
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¢asné MSC podporuji produkci IL-10 plazmocytoidnimi DC a vychyluji tak imunitni odpovéd’

.....

(Aggarwal and Pittenger 2005).

Podil solubilnich faktor( a bunééného kontaktu MSC na inhibici maturace a funkci DC
neni doposavad jednoznaéné vymezen a setkdvdme se tak s kontroverznimi zdavéry.
Kokultivace MSC a nezralych DC vede k inhibici maturace DC (English et al. 2008). S vyuZitim
tzv. transwell kultivaéniho systému, kde jsou bunééné populace fyzicky oddéleny, ale sdili
kultivacni médium, je zabranéno maturaci DC obdobné, jako v ptipadé, kdy je bunécny
kontakt umoznén, coz hovofi pro podstatnou ucast rozpustnych faktort (IL-6 a M-CSF)
(Nauta et al. 2006). Vliv MSC na DC je moZné také pozorovat zprostiedkované, skrze
schopnost aktivace T lymfocytl(. Zde, jelikoz naopak nebyla prokazana ucast solubilnich
faktord, bylo usuzovdno na nutnost bunécného kontaktu. Krampera a kol. z toho vyvozuji, Ze

MSC tak fyzicky brani komunikaci mezi DC a T lymfocyty (Krampera et al. 2003).

4.3.2 Mezenchymalni kmenové buiiky vs. T lymfocyty

T lymfocyty, buriky antigenné-specifické imunity, se déli do nékolika fenotypové od-
liSnych subpopulaci, které plni vimunitnim systému nejriznéjsi funkce. Jelikoz u zrodu
T bunéénych imunitnich odpovédi stoji APC, tak jakykoli mechanismus, kterym MSC brani ve
vykonu funkce vyse zmifovanym DC, zprostfedkované inhibuje i reakce T lymfocytl (Beyth
et al. 2005; Krampera et al. 2003). Kromé toho jsou ale MSC schopné interagovat i bezpro-

stfedné s T bunkami a ovliviiovat tak pfimo jejich funkce.

MSC ovlivriuji projevy vsech subpopulaci a to jak naivnich, tak i pamétovych T lymfo-
cytl. Maji schopnost pusobit na buriky stimulované mitogenem, ale i na T lymfocyty kultivo-
vané v pritomnosti vlastnich aktivovanych APC ¢i alogennich antigent (Bartholomew et al.
2002; Le Blanc et al. 2003). Jednim z primarné pozorovanych dUsledkd spole¢né kultivace
MSC a T lymfocytl je suprese T bunécné proliferace (Di Nicola et al. 2002; Krampera et al.
2003). Vseobecné plati, Ze tato inhibice je 1) odvisla od mnoZstvi MSC (poméru MSC : T lym-
focytl, 2) reverzibilni (po odstranéni MSC ze systému mUzZe byt proliferace opét obnovena)

a 3) MHC-nezdvisla (Djouad et al. 2003; Liotta et al. 2008).

Str. 19



Fakt, Ze je suprese proliferace reverzibilni, ndm muZe alespon trochu napovédét o
jejim charakteru. Pravdépodobné nedochazi k deleci aktivovanych klont. MSC tedy v T lym-
focytech nenavozuji apoptdzu, protoze odpovéd deletovanych bunék by nemohla byt zno-
vuobnovena. Inhibice pomoci MSC neni ani bezprostifedné zdavisla na regulacnich T burikdch
(Treg), jelikoZ odstranéni té&chto CD4'CD25" T lymfocytl, nemd na supresivni schopnosti
témér zadny vliv (Beyth et al. 2005; Krampera et al. 2003). JelikoZ neni pozorovan ubytek
primarnich aktivacnich marker (CD25, CD69) na T lymfocytech a inhibice se d4d navodit i
dodatec¢nym pridanim MSC ke stimulovanym T buriikdm, da se predpokladat, Ze nedochazi
k ovlivnéni inicia¢ni interakce a inhibice nastava az nasledné (Di Nicola et al. 2002; Glennie
et al. 2005). NejpravdépodobnéjSim mechanismem, kdy v organismu dochdzi k neod-

povidavosti na stimulaci, je navozeni anergie.

Fyziologicky byva anergie vyvolana u T lymfocyt(, které dostanou pouze primarni
signal (interakce T bunécného receptoru (TCR) s MHCgp a na ném navdzanym peptidem),
ale jiz ne druhy, kostimulacni (napf. CD40 — CD40L). Timto mechanismem se organismus
brani pred autoreaktivnimi klony T bunék, které unikly centralni deleci vthymu, a mohly by
tak vybudit reakci proti vlastnimu télu. U iniciace antigenné-specifické odpovédi proto stoji
DC (a jiné APC), cozZ jsou pravé buriky schopné T lymfocytim poskytnout oba tyto potrebné
signaly, pokud jsou samy aktivovany. Exprese jejich kostimulacnich molekul je iniciovana az
po jejich rozeznani nebezpeéného antigenu. Pokud se tak nestane, pokud DC nezahdji vlast-
ni aktivaci a maturaci, nemaji na imunitni reakce a T lymfocyty stimulacni, ale naopak inhi-
bi¢ni efekt, jelikoZ jim poskytuji pouze jeden signal, ktery ale neni pro jejich aktivaci dostacu-
jici. U MSC, které jsou primarné MHCgpll negativni a nemaiji ani kostimula¢ni molekuly, byla
popsdna in vitro indukovatelna exprese MHCgpll po stimulaci IFNy (Stagg et al. 2006).
Vzhledem k tomu, Ze IFNy je in vivo bézné v misté imunitni odpovédi produkovan aktivova-
nymi T a NK bunikami (Krampera et al. 2006), tak doputuji-li MSC az do centra reakce, mo-
hou se stat takovymito nezralymi APC, které jsou schopné poskytnout T buikdm prvni, ale
jiz ne kostimulacni signal a uvedou je tak v anergicky stav (Glennie et al. 2005). Svym zpUso-
bem obdobného vysledku je dosazeno, pokud MSC zabrani DC a jinym APC v maturaci, jeli-
koz nasledkem toho opét nejsou T bunky plné aktivovany a zGstavaji anergické (Beyth et al.

2005).
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Na inhibici proliferace T lymfocyt(i zplsobené MSC se opét nejspiSe podili jak bunéc-
ny kontakt, tak i rozpustné mediatory. UvaZovany jsou v tomto ohledu predevsim molekuly
PGE, (Aggarwal and Pittenger 2005), IDO (Meisel et al. 2004), TGFB nebo IL-10 (Krampera et
al. 2006), ale i dalsi.

4.3.2.1 Cytotocické T lymfocyty

Cytotoxické CD8" T lymfocyty (CTL) v organismu zasahuji proti virové infikovanym a
nadorovym bunkam. Rozezndavaji buriky prezentujici na svém povrchu vlastni peptidy. Pokud
se tyto peptidy vymykaji normé, jsou schopné v téchto burkach indukovat programovanou
apoptotickou smrt. Jedna se o jeden z bunécnych typl zodpovédny za odhojeni Stépu pfi
transplantacich. Pravé v téchto pfipadech je proto potlaceni vykonnych funkci CTL Zadouci.
MSC CD8" T buriky suprimuiji (Di Nicola et al. 2002). SniZuji produkci prozanétlivého a stimu-
la¢niho IFNy (Glennie et al. 2005) a dokonce jsou v CTL schopné indukovat supresivni schop-
nosti, nasledkem &eho? vznikaji CD8" regulagni T buriky, které by mohly byt spoluzodpovéd-

né za imunomodulacni vlastnosti (Djouad et al. 2003).

4.3.2.2 Pomocné T lymfocyty

Pomocné CD4" T lymfocyty (Th) jsou jednim z hlavnich priise&ikd imunitnich odpoveé-
di. Komunikuji s DC, CTL, ale i s B lymfocyty. Modulace jejich funkce se tedy promita i do
odpovédi dalSich bunék. Th lymfocyty jsou dale déleny na subtypy Th1l a Th2, které si svymi
funkcemi vzdjemné oponuji. Thl lymfocyty vykazuji prozdnétlivé vlastnosti, naopak Th2 lym-
v zavéru prevazi jen jedna z nich, ta pro reSeni nastalé situace nejvhodnéjsi. Suprese prolife-
race celkové populace CD4" T buné&k pomoci MSC sice byla popsana (Di Nicola et al. 2002),
soucasné vsak vlivem solubilnich faktor( produkovanych MSC (PGE,, VEGF, IL-10, TGFpB) do-
chazi k manipulaci pomér(i mezi populacemi. MSC podporuji Th2 v produkci jejich hlavniho
cytokinu IL-4, a soucasné inhibuji sekreci IFNy Th1 lymfocyty (Aggarwal and Pittenger 2005),
tedy podporuji zmirnéni zanétlivého klimatu v misté reakce. V podstaté to pfipomina klasic-
ké ukonceni imunitni reakce: zabranéni organismu ve vyCerpani nebo sebeposkozeni a zno-

vunastoleni rovnovahy po vyreseni nastalé situace.
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4.3.2.3 Regulacni T lymfocyty

Subpopulace regulaénich CD4*CD25" T lymfocytll (Treg) je v organismu zodpovédna
predevsim za udrZeni tolerance k vlastnim antigendm. Drive byly nazyvany téZ supresorové,
jelikoz jejich regulaéni schopnosti jsou primarné inhibi¢niho charakteru. MSC svou ¢innosti
sice vznik Treg indukuji (Aggarwal and Pittenger 2005; English et al. 2009) a to svymi solubil-
nimi molekulami PGE;, TGFB, HLA-G5, IL-10 (Selmani et al. 2008; Svobodova et al. 2012).
Odstranéni CD4'CD25" T lymfocytd viak MSC-zprostifedkovanou inhibici neovlivni (Beyth et
al. 2005; Krampera et al. 2003), coz ukazuje, Ze suprese MSC neni striktné zavisld na Treg

burikach.

4.3.2.4 Th17 lymfocyty

V prozanétlivém prostfedi dochazi vlivem bunék nespecifické imunity k diferenciaci
prekurzorovych bunék ThO v Th17 lymfocyty. Tyto buriky jsou silné proinflamatorni, produ-
kuji cytokiny IFNy, TNFa, IL-17 a IL-22, které dale posiluji zanét a ovliviuji dalsi buriky jak
specifické (dalsi T lymfocyty) tak i nespecifické imunity (neutrofily, NK buriky).

Zanétlivé prostredi s vysokymi koncentracemi IFNy, TNFa nejprve indukuje v MSC
expresi adhezivnich molekul, kterymi jsou pravdépodobné schopné interagovat s Th17 buni-
kami a které ndsledné produkci PGE, inhibuji (Duffy et al. 2011). Poté mohou MSC
v plvodnich Th17 lymfocytech vyvolat aktivaci transkripéniho faktoru specifického pro Treg
(fork head box 3, FoxP3) a produkci IL-10, a tedy v nich indukuji regulacni fenotyp (Ghannam
et al. 2010). Takovouto posloupnost déjli vyvolanych MSC potvrzuji i vysled-
ky experimentdlni lé¢by revmatoidni artritidy, autoimunitniho onemocnéni plsobeného
subpopulacemi T lymfocytl Th1l a Th17. Aplikace MSC nejenze snizila prozanétlivé mediato-
ry i antigenné-specifickou expanzi bunék Th17/Th1, ale naopak zvysila produkci protizanétli-

vého IL-10 a indukovala tvorbu antigenné-specifickych Treg (Zhou et al. 2011).

4.3.3 Mezenchymalni kmenové buiiky vs. B lymfocyty

B lymfocyty, bunky schopné po aktivaci produkovat antigenné-specifické protilatky
(antibodies, Ab), velmi Uzce komunikuji s T lymfocyty, predevsim jejich Th subpopulaci.

Zakladni cytokin Th2 bunék, IL-4, byl plivodné nazyvan ristovy faktor B bunék (B cell growth
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factor, BCGF). IL-4 podporuje rust B lymfocyt(Q, tvorbu Ab a usmérnuje izotypovy presmyk
tvofenych Ab na IgG1 a IgE. Soucdasné pusobi IL-4 inhibi¢né na Th1 a jimi iniciované funkce.
B buriky jsou tedy skrze Th2 v in vivo podminkach citlivé k veskerym stimulaénim i inhibi¢nim

vlivim plsobicim na T lymfocyty.

Proliferace B lymfocytl je plsobenim MSC suprimovdana (Augello et al. 2005). Inhibi-
ce je u nich pravdépodobné obdobné jako u CD4" nebo CD8" T lymfocytl zacilena na zasta-
veni bunééného cyklu v Go/G; fazi (Glennie et al. 2005). IL-6, produkovany MSC ve velkém
mnozstvi, podporuje zrani B bunék a produkci Ab. Bylo skutecné pozorovdno, Ze jsou MSC
v B lymfocytech, resp. plazmatickych bunkach, vlivem zvySeni koncentrace IL-6 schopny in-
dukovat produkci 1gG, pficemz tato produkce muzZe byt posilena bunéénym kontaktem

(pravdépodobné skrze integrin VLA-4) (Rasmusson et al. 2007).

4.3.4 Mezenchymalni kmenové buiiky vs. makrofagy

Makrofagy, tkanova forma monocyt(, jsou v organismu zodpovédné vedle odstrarfio-
vani odumfrelych a infikovanych bunék také za obranu proti intracelularnim parazitdm (bak-
teriim a plisnim). Po pohlceni ¢astic produkuji makrofagy IL-12, ktery podporuje vznik a akti-
vaci Thl lymfocytl produkujicich IFNy a vytvafi se tak zanétlivé prostredi (zpétnovazebné
aktivizujici samotné makrofagy v baktericidnich funkcich). Makrofagy se tedy podili na utva-

feni prozanétlivého prostredi.

Byly identifikovany dva funkéné odlisné typy makrofagl. Prozanétlivé, vyse jmeno-
vanym zpUsobem aktivované, makrofagy M1. Vedle toho existuji alternativné aktivované
M2 makrofagy, které exprimuji nizsi koncentrace IL-12 a TNFa a naopak vyssi IL-10 a IL-6
(Kim and Hematti 2009), tedy vykazuji spiSe regulacni vlastnosti. Pfredpoklada se, Ze makro-

fagy mohou tento M2 fenotyp prevzit az posléze a podilet se na obnové poskozené tkané.

O interakcich mezi MSC a makrofagy zatim neni znamo mnoho, ale z pilotnich studii
se da usuzovat, Ze MSC jsou schopné v makrofazich indukovat, spiSe nez prozanétlivé (M1),
regulacéni (M2) aktivity a i s jejich pomoci se spolupodilet na reparaci (Barminko et al. 2011;

Kim and Hematti 2009).
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4.3.5 Mezenchymalni kmenové bunky vs. NK bunky

NK buriky jsou populaci odvozenou z lymfoidniho progenitoru, spadajici ale do anti-
genné-nespecifické imunity. Maji podobné jako CTL schopnost zabijet virové infikované ci
nadorové burky uvolnénim vnitfnich granuli obsahujicich perforiny a granzymy. Orientuji se
pfi tom dle peptidd prezentovanych na MHCgpl, které jsou pfitomny na vSech burikach or-
ganismu. Po aktivaci produkuji vysoké koncentrace IFNy, kterym se podili na utvoreni zanét-

livého prostfedi, kam atrahuji tak dalsi buriky.

Jak bylo feceno, MSC jsou také rekrutovany do mist zanétu. Zde pfitomny IFNy,
v nich podporuje expresi rozpustnych faktord IDO (Meisel et al. 2004) a PGE,, které zpétné
inhibuji proliferaci i produkci prozanétlivych cytokint u bunék sekretujicich IFNy, NK a T bu-
nék (Aggarwal and Pittenger 2005; Krampera et al. 2006). Navic by mély byt MSC schopné
pomoci solubilnich faktord (HLA-G5) tézZ inhibovat vykonné funkce NK bunék, tedy uvolnéni

obsahu cytotoxickych granuli (Selmani et al. 2008).

4.3.6 Imunoprivilegovanost mezenchymalnich kmenovych bunék

Vétsina vySe jmenovanych interakci MSC a imunitnich bunék byla popsdna jak
v syngennim sytému, kde MSC a imunitni buriky pochazeji z jednoho jedince/imbredniho
kmene, tak i valogennim provedeni (MSC byly izolovany z jiného kmene/jedince nez re-
spondentni buriky). Dalo by se ocekavat, Ze v alogennim systému nebude vlivem MSC do-
chazet k supresi proliferace, ale naopak k jeji indukci, jelikoz by mély byt rozeznany poly-
morfni varianty protein(, coZ jsou za normalnich okolnosti spoustéce imunitnich reakci. Ten-
to efekt ale zpravidla pozorovan neni. Bunéc¢na suprese probih3, at jsou MSC syngenni nebo
alogenni (Di Nicola et al. 2002). Pfi pouziti alogennich MSC nedochazi k jejich odhojeni ani

indukci imunitni reakce (Bartholomew et al. 2002; Djouad et al. 2003).

MSC produkuji mnozstvi faktor(i, které maji prevazné imunosupresivni schopnosti,
ani témi by ale nebyly schopné vcas potlacit imunitni reakci, kterou by svou pfitomnosti v
recipientnim organismu iniciovaly. Klicem k vyfeSeni jsou molekuly MHC. MSC v klidovém
stavu exprimuji nizké hladiny MHCgpl a pravdépodobné zadné MHCgpll (Le Blanc et al.

2003). Vlivem zanétlivé reakce in vivo, resp. kultivaci v nizkych hladinach IFNy v in vitro
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podminkach, se muze docilit navyseni exprese obou téchto antigen-prezentujicich molekul
(Stagg et al. 2006). T lymfocyty tedy mohou na povrchu MSC eventualni aloantigeny svymi
TCR rozpoznat. Jelikoz ale MSC nejsou klasickymi APC a nenesou kostimulaéni molekuly,
jejichz signal je pro aktivaci T bunék a imunitni odpovédi potfebny, jsou lymfocyty, které
rozpoznaly jejich cizi antigeny, uvedeny do stavu anergie, neodpovidavosti a MSC mohou

v organismu prezivat dlouhodobéji.

Navyseni exprese MHCgp obou tfid po vstupu MSC do zanétlivého prostfedi muze
mit i vlastni ochranny smysl. NK buriky totiZz primarné rozpoznavaji buriky se snizenou expre-
si MHCgpl a cili na né své vykonné funkce. MSC se tedy zvySenim antigenni prezentace

(Stagg et al. 2006) mohou vyhybat napadeni NK burikami.

Dale MSC exprimuji solubilni formu neklasickych MHCgp, HLA-G5 (Selmani et al.
2008). Pritomnost této molekuly byla primarné popsana na bunkach trofoblastu placenty,
kde chrani semialogenni plod pfed imunitnim systémem matky. M(zZe se tedy jednat o dalsi
z faktord, kterym se MSC brani prfed napadenim imunitnimi burikami v arteficidlnich situa-

cich, jako jsou transplantace.

4.4 Vlivy imunologicky aktivnich latek na MSC

MSC interaguji s mnozstvim imunitnich bunék a aktivné migruji do mist imunitnich
reakci, kde ovliviuji jejich odpovédi bunéénym kontaktem i rozpustnymi faktory. Takovato
komunikace byva zpravidla oboustranna. MSC nejen usmérnuji imunitni odpovéd, ale musi
téz vnimat signaly o naruseni integrity organismu a dle nich poté orientovat své funkce. Na-
sledné dochazi k obousmérné signalizaci i v misté reakce. Jak MSC vnimaji imunologicky ak-
tivni latky a k jakym funkcénim ¢i fenotypickym vystupUm pak dochazi, neni zatim pfilis pro-

studovano.

Jednou z latek produkovanych v misté imunitni odpovédi je IFNy. Je exprimovan jak
poskozenou tkani, tak i infiltrovanymi imunitnimi burikami. Na néj, jak bylo zminéno, MSC
reaguji zvySenim produkce nékterych solubilnich faktord, napt. IDO, HGF nebo PGE, (Meisel

et al. 2004; Ryan et al. 2007), kterymi odpovéd imunitnich bunék moduluji. Vedle toho IFNy
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pravdépodobné zvysuje expresi MHCgp (Stagg et al. 2006), prozanétlivé prostredi tak v MSC

vyvolavd pomérné radikalni imunofenotypové zmény.

Pokud je postizena tkan infikovana, uvoliiuji se z ni kromé chemokini téZ deriva-
ty mikroorganisma a jiné ligandy TLR. Jelikoz MSC tyto receptory exprimuji, jsou ke jmeno-
vanym latkdm vnimavé a bylo prokazano, ze pravé ligandy TLR jsou spoluzodpovédné za
aktivaci migrace MSC do mista poSkozeni (Tomchuck et al. 2008). Zaroven ligandy TLR, po-
dobné jako IFNy, moduluji hladiny exprimovanych molekul MSC (Raicevic et al. 2010), pfi-
padné jejich proliferac¢ni a diferenciacni schopnosti (Pevsner-Fischer et al. 2007) a tedy

ovliviuji jejich vykonné funkce.

Cytokiny jsou jedny ze zakladnich molekul, kterymi spolu burnky imunitniho systému
komunikuji. Také MSC fadu z nich produkuji, napf. IL-6 (Djouad et al. 2007) a ovliviuji tak
funkce okolnich bunék. K nékterym cytokiniim jsou ale samy MSC citlivé a po stimulaci mo-
difikuji rzné své vlastnosti. Kuptikladu jsou-li MSC stimulovany prozanétlivymi faktory IL-2,
TNFa nebo IL-1a, jsou ndsledné schopné indukovat vznik Th17 bunék a naopak, jsou-li inku-
bovany v pfitomnosti TGFB, polarizuji vyvoj T bunék preferencné v Treg lymfocyty
(Svobodova et al. 2012). Je tedy zfejmé, Ze zména prostiedi, ve kterém se MSC nachdzeji,

ovliviiuje je samotné a ndsledné se projevi i na jejich funkcich.

4.5 Terapeutické vyuziti mezenchymalnich kmenovych bunék
4.5.1 Transplantace

MSC maiji v organismu mnozstvi funkci, které z nich Cini Zadany objekt studia s cilem
klinického vyuziti. Spolulcastni se tvorby hematopoetické niky, kde udrzuji kmenové a pro-
genitorové hematopoetické buriky v klidovém stavu, reguluji jejich déleni a chrani je pfed
apoptotickymi signdly, soucasné je ale i fyzicky v kostni dfeni udrzuji (Le Blanc et al. 2003;
Uccelli et al. 2006). Vedle homingu do lymfatické tkané byla popsana i cilend migrace MSC
pravé do kostni drené (Noort et al. 2002; Rombouts and Ploemacher 2003), pravdépodobné
diky jejich kostné-dienovému povrchovému markeru STRO-1 (Gronthos et al. 1994). Této
kombinace vlastnosti MSC je mozné vyuzit pfi terapeutickych transplantacich kostni drené.

V pripadé malignit souvisejicich s krvetvorbou (leukémie apod.) je po cileném chemickém ¢i
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radia¢nim vybiti rakovinnych ale i zdravych bunék v kostni dfeni nutné ji znovu osidlit Sté-
pem HSC od ddrce, zpravidla podavanym intravenézné. Pokud se MSC aplikuji spole¢né
s HSC, mohou se uplatnit vSechny podpUirné vlastnosti MSC. Napomohou nejen zacileni, ale

téz pfrijeti krevnich bunék v kostni dfeni (Muguruma et al. 2006; Noort et al. 2002).

Rizikem klasickych transplantaci kostni dfené je vznik nemoci spojené s reakci Stépu
proti hostiteli (graft versus host desease, GvHD). | pres vybér geneticky co nejpodobnéjsiho
dérce kostni dfené, mlZe dojit k napadeni organismu pfijemce burikami $tépu. Céste¢na
aloreaktivita transplantatu je Zadouci, jelikoZ zdravé burky Stépu jsou schopné identifikovat
a zneskodnit pripadné residualni leukemické bunky a zabrani tak relapsu onemocnéni. Je-li
ale reakce silnéjsi, je organismus v podstaté bezmocny a to i pfes nasledné pouziti klasické
imunosuprese. Kotransplantaci MSC spolu se stépem HSC je pravdépodobné moiné predejit
GVHD vzniklé nasledkem transplantace kostni dfené, resp. pozdéji transplantované MSC byly

schopné zastavit jiz probihajici GvHD (Le Blanc et al. 2004).

Primarné byly za ucelem podpory transplantaci HSC studovany BM-MSC, nicméné
schopnost cilené migrovat do kostni dfené i podporovat ujeti transplantatu byla nalezena a
potvrzena téz u AT-MSC, a¢ nejsou plUvodné v kostni dfeni lokalizovany (Nakao et al. 2010).
Tukova tkan se zdd byt vyhodnéjsim zdrojem MSC neili kostni dien, jelikozZ jeji odbér je pro-
vadén méné invazivni metodou (Zhu et al. 2006), mlze byt uskute¢fiovan opakované a na-
sledna extrakce AT-MSC je velmi snadnou enzymatickou procedurou (Nakao et al. 2010).
Jelikoz se ale in vitro expandované AT-MSC drzi ve shlucich, pomérné obtizné se z nich pfi-
pravuje jednobunécénd suspenze, a proto s sebou jejich intravendzni podani muize nést velké
riziko embolii (Kubo et al. 2012). Pro podporeni pfijeti HSC po transplantaci je v souc¢asnosti
mozné stép podat pfimo do kostni dfené a v takovém pripadé, kdy je obejito riziko embolie

intravendzni aplikaci, bylo dosazeno lepsich vysledkl s vyuzitim AT-MSC (Nakao et al. 2010).

4.5.2 Reparace a regenerace

O vyuziti MSC se uvaZuje i v dalSich odvétvich transplantacni imunologie. Hleda se
zpUsob, jak s pomoci MSC prodlouZit prezivani alogenniho srde¢niho (Ge et al. 2009) ¢i koz-
niho $tépu (Bartholomew et al. 2002; Inoue et al. 2006). Vedle transplantaci tkani a organ(
jsou MSC studovany i pro své reparacni schopnosti. Jednak v modelech infarktu myokardu

(Hahn et al. 2008), kdy jsou schopné sekreci VEGF zabezpecit neovaskularizaci postizené
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tkané (Yao et al. 2009), tak ale i v regeneraci mozkovych ¢i misSnich poranéni (Urdzikova et
al. 2006; Wu et al. 2007). Vzhledem k diferencia¢nimu potencialu MSC je ale zamysleno i
jejich nasazeni v regeneraci po Urazech pfipadné onemocnénich kostni tkané (Undale et al.
2009) a dalSich (Gimble et al. 2007). Rovnéz v |écbé zanétlivych onemocnéni, jako je kolitida,
pfipadné experimentalni hepatitida nebo jiz zmifnovana revmatoidni artritida se zvaZuje

/////

2012; Zhou et al. 2011).

4.5.3 Nadorova imunologie

Vedle Ucasti na tvorbé hematopoetické niky a diferenciacnich schopnosti jsou MSC
charakteristické svymi imunoregulac¢nimi vlastnostmi. Skrze své hlavni faktory vykonavaji
MSC supresivni funkce, vyskytnou-li se vSak v misté zanétu, mohou se v nich indukovat i
dalsi aktivity. IFNy-iniciované navySeni po¢tu MHCgp na povrchu MSC umozZiuje antigenni
prezentaci (Romieu-Mourez et al. 2009). Na lidskych MSC nebyla prokdzana pfitomnost kos-
timulaénich molekul, na mysich byla nalezena molekula CD80 (Krampera et al. 2003). MSC
pak byly schopné po stimulaci IFNy prezentovat nabidnuty antigen a generovat aktivované
antigen-specifické CD4" i CD8" T lymfocyty (Stagg et al. 2006). Poskytne-li se burikdm anti-
gen specificky/asociovany s nadory, mize se timto zpisobem indukovat silnd bunécéna imu-
nitni reakce proti danému nadoru (Stagg et al. 2006). Autologni transplantace takovychto
nadorovym antigenem ovlivnénych MSC by mohla podpofit terapeutickou protinddorovou ¢i

protizanétlivou imunitni odpovéd.

Vzhledem k primarné imunosupresivnim vlastnostem MSC byla ale naopak popsana i
jejich schopnost podpofit vznik nadoru (Liu et al. 2011b). Po soucasné aplikaci MSC a nado-
rovych bunék, byly MSC nalezeny v okoli vzniklého nadoru (Djouad et al. 2003). MSC
v takovém pfipadé utvofily tlumivé prostfedi, které branilo imunitnim bunkam v aktivaci
odpovédi, a pravdépodobné byly téZ produkci VEGF indukujiciho angiogenezi schopné pod-
pofit tvorbu cévniho zasobeni pro rychle proliferujici maligni buriky. Takto identifikovana
schopnost MSC migrovat specificky do nadorovych oblasti vsak v sobé muze skytat terapeu-
tické vyuziti. Dosavadni nezadouci vedlejsi ucinky protinddorové |é¢by jsou zplsobeny pre-
devsim neselektivitou aplikovanych terapii. Chemoterapeutiky jsou adresovany kromé na-
dorovych bunék dalsi rychle se délici bunky v organismu, coZ vede nejen k nepopularnimu
vypadavani vlasll, ale téZ k zdvaznéjSimu zasazZeni jater, stfevni tkané ¢i ovlivnéni imunity
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pacienta pfi pripadnych infekcich. Preferen¢ni migraci do mist nadori (Komarova et al.
2006) se MSC nabizi k vyuzZiti jakoZzto dopravniho prostfedku ucinné slozky pravé do téchto
lokalit (Xia et al. 2011). Takovato nadorova vakcina by obsahovala MSC nesouci geneticky
upraveny onkolyticky virus. MSC jsou pomérné velké bunky a umoZnuji v sobé namnozit
pavodni maly pocet kopii viru, soucasné selektivné doputovat do nddorové oblasti. Tam by
se obsah bunék uvolnil a virové ¢astice by mohly s nddorem interagovat a zastavit jeho rist,
ptipadné i nadorové burky nicit (Komarova et al. 2006). Navic byla pozorovana infiltrace
takto Ié¢enych nador( CD11b pozitivnimi burikami (granulocyty, makrofagy), coz naznacuje,
Ze vlivem |écby by mohlo dojit ke zvySeni imunogenicity nadoru, produkci prozanétlivych
faktor(, které atrahuji imunitni buriky (Xia et al. 2011) a inicioval by se vznik imunitni reakce,

které se jinak nddory cetnymi mechanismy brani.
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5 Material a metody

5.1 Zvirata

Veskeré pokusy byly provadény na mysich laboratornich inbrednich kmend BALB/c a
C57BL/6. Zvitata byla obou pohlavi a stafi 2 — 4 mésicl z chovd Ustavu molekularni genetiky
Akademie véd Ceské republiky (UMG AV CR). Navic byly pouZity mysi MHCgpll/eGFP knock-
in na pozadi 129/v, H-2° (UMG AV CR).

5.2 Pouzité reagencie
5.2.1 Roztoky a média

VétsSina pokusl byla provadéna v médiu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Médium bylo obohaceno o tepelné inaktivované
fetdlni teleci sérum (fetal calf serum, FCS) do vysledné 5% nebo 10% koncentrace. Déle bylo
doplnéno o penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 pug/ml), 2-merkaptoethanol (5-10° M) a
HEPES pufr (10mM).

MSC byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's medium, Sigma-
Aldrich), které bylo doplnéno o FCS (do 10% koncentrace), penicilin, streptomycin a HEPES

pufr.

Pro nékteré pokusy jsme vyuzivali fosfatovy pufr (phosphate buffered saline, PBS)
pripravovany v servisni laboratofi UMG AV CR (0,2 g KCI, 8 g NaCl, 0,24 g KH,PO, a 1,44 g
Na,HPO,4 na 1 | deionizované vody; pH bylo upraveno na 7,4). Pro kratkodobé uchovani

vzorku tkani jsme pouZili PBS obohaceny o azid sodny (20 mg NaN3 na 100 ml PBS).

Pro detekci NO v systému byly v Griessové reakci pouzity roztoky A a B. Roztok A
sestaval z: 0,5 g sulfanilamidu, 1,5 ml kyseliny fosfore¢né, 48,5 ml ddH,0. Roztok B obsaho-

val: 0,5 g naftylethylendiaminu, 1,5 ml kyseliny fosforeéné, 48,5 ml ddH,O0.

Béhem ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) testl jsme primarni protilatky
pridavali do 0,1M roztoku NaHCOs. Nasledné pouzivany blokovaci roztok byl slozen z PBS s
pridavkem FCS do koncentrace 7,5 %. K zavérecné detekci komplex( jsme pouzili substrat
obsahujici barvivo ABTS (2,2 -azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)), tedy roztok

pfipraveny ze 400 ml ddH,0, 7,68 g kyseliny citronové a 120 mg ABTS, jehoz pH bylo upra-
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veno na 4,35. K promyvani vzork( v detekénich vysokoadsorpcnich destickach jsme pouZzivali

PBS s pfidanim roztoku Tween-20 (0,5 ml Tween-20, 1 | PBS).

5.2.2 Pouzité chemikalie

1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl) benzen (POPOP; C,6H,0N,0,) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

2-merkaptoethanol (Serva, Heidelberg, Germany)
2,2°-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma-Aldrich)
2,5-difenyloxazol (PPO; C15H1;NO) (Serva)
3,37,5",5”-Tetrabromophenolsulfonephtalein (Sigma-Aldrich)
Agardza (Serva)

Alexa Fluor 568 Phalloidin (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA)
Alizarin Red S (Sigma-Aldrich)

Ascorbic acid (Sigma-Aldrich)

Avidinperoxiddaza (Sigma-Aldrich)

Azid sodny (Sigma-Aldrich)

B-glycerolphosphate disodium salt pentahydrate (Sigma-Aldrich)
Bromphenol blue (Sigma-Aldrich)

Dusitan sodny (Sigma-Aldrich)

Dexametazon (Sigma-Aldrich)

EDTA (Sigma-Aldrich)

Ethanol (Lachema, Brno, Ceska republika)

Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) v koncentraci 0,5ug/ml

Fetdlni teleci sérum (Sigma-Aldrich)

Glycerin (Lachema)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

HEPES pufr (Sigma-Aldrich)

Chloroform (Lachema)

IBMX (Sigma-Aldrich)

Indometacin (Sigma-Aldrich)

Inzulin (Sigma-Aldrich)

Isopropanol (Lachema)

Kyselina citronova (Sigma-Aldrich)

Kyselina boritd (Sigma-Aldrich)

Kyselina fosfore¢na (Lachema)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner)

Mowiol 4-88 Reagent (Calbiochem, San Diego, CA)
N-1-naphtyl(ethylene)diamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich)
Oil Red O (Sigma-Aldrich)
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Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich)
Peniciline (Sigma-Aldrich)

Peroxid vodiku (Lachema)
Sacharéza >99,5% (Sigma-Aldrich)
Streptomycine (Sigma-Aldrich)
Sulfanilamid (Sigma-Aldrich)
Toluen (Lachema)

Tri Reagent (MRC)
Tris(hydroxymethyl)aminomehane (Serva)
Tris buffer (Serva)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
Trypan blue 0,4g/100m|
Tween-20 (Sigma-Aldrich)

Xylene cyanole FF (Sigma-Aldrich)

5.3 Pouzité technické vybaveni

Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare)

Centrifuga 5430 (Eppendorf)

Cycler PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.)
Elektroforetickd aparatura: PowerPac 300 (BioRad), Hoefer HE33 (Pharmacia Bio-
tech)

Fluorescencni binolupa Lumar.V2 (SteREO Zeiss)

Harvestor AUTOMASH 2000 (Dynatech)

Inkubator (Sanyo)

Invertovany mikroskop Versus

Invertovany mikroskop Olympus IX 8, vybaveny kamerou Hammatsu ORCA C4742-
80-12AG (Olympus)

Izotopovy méfici pristroj raytest (Raytest)

Laminarni box CleanAir (Scholler instruments s.r.0.)

Magneticky sorter AutoMASC Pro (Miltenyi Biotec)

Magneticka ohfevova michacka RCTbasic (IKA)

Minicentrifuga MiniSpin (Eppendorf)

MyCyclerTM Thermal Cycler (BioRad)

Opticky mikroskop (Carl Zeiss)

pH-metr pH526 (WTW)

Pratokovy cytometr LSR Il (BD)

Spektrofotometr OpsysMR (Dynex)

Transiluminator Electronic U.V. Transilluminator (Ultra Lum, Inc.)

Vortex MS1 Minishaker (IKA)
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Vyhtivana tfepacka Thermomixer comfort (Eppendorf)
Zmrazovaci mikrotom Leica CM3050 S (Leica Microsystems)

5.4 Pouzity software

Ovladaci software pro pratokovy cytometr FACSDiva Software (BD)

Vyhodnocovaci software pro data ziskand na priatokovém cytometru Gatelo-
gic308.3A (Inivai)

Software pro praci s obrazky Imagel 1.42q

Ovladaci software pro invertovany mikroskop Olympus Olympus soft Imaging Soluti-
ons

Ovladaci software pro ELISA reader (spektrofotometr) Revelation Quicklink

Ovladaci software pro transluminator elektroforetickych gel(i Scion Image

5.5 Metody
5.5.1 Izolace a kultivace MSC

MSC byly postupné izolovany ze dvou typl tkani — z kostni dfené (BM-MSC) a
z tukové tkané (AT-MSC).

Buniky kostni dfené byly extrahovany vyplachem dlouhych kosti (stehenni, holenni)
5% médiem RPMI 1640. Obsah kostni dfené byl resuspendovan a pres sterilni nylonovou
sitovinu prefiltrovan do zkumavky. Buriky byly po centrifugaci (8 min pfi 170 rcf) pfevedeny
do 10% DMEM a vysety do kultiva¢nich lahvi (75 cm?, Thermo Fisker Scientific,Rochester,
USA) a inkubovdny v termalnim boxu pfi 37 °C v 5% atmosféfe CO, (CO, Incubator, Sanyo,
Japan). Pro odstranéni neadherentnich prekurzord, predevsim hematopoetickych bunék, byl
po 48 hod proveden oplach kultury pfedehratym médiem. Nésledné byly BM-MSC kultivo-

vany pfi danych podminkach a pravidelné pasazovany po dobu 2 — 3 tydna.

Pro izolaci AT-MSC jsme do 5% média RPMI 1640 odebirali abdominalni triselné tu-
kové kapsy. Tukova tkan byla po odstranéni ttiselnych uzlin nastfihana a v kadince enzyma-
ticky nastépena 1% kolagendzou (Collagenase |, Sigma Aldrich) v PBS pfi 37 °C po dobu
1 hod. V prlbéhu inkubace byla tkan 1 — 2 krat dikladné promichana. Nasledné byl obsah
kadinky preveden do zkumavky, ktera byla doplnéna PBS a centrifugovana (8 min pfi 170
rcf). Svrchni tukova vrstva byla spolu se supernatantem opatrné odebrana, peleta byla pre-
nesena do nové zkumavky, opét doplnéna PBS a centrifugovédna. Znovu byl supernatant
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odebran a peleta prenesena do Cisté zkumavky, kde byla resuspendovdna v 10% DMEM a
opétovné stofena na centrifuze. Tento postup byl opakovan jesté jednou a nasledné jiz byla
bunécna peleta pfenesena do kultivaéni lahve s 10% DMEM a inkubovdna v termdalnim boxu

pfi 37 °C v 5% atmosfére CO,.

Pfed vyuZitim v experimentech byly burky z kultivaénich lahvi uvolnény s vyuzitim

chelatac¢niho ¢inidla, 0,01M roztoku EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina).

5.5.2 Proliferacni testy

Proliferacni testy se vyuzivaji k zjisténi miry bunécného déleni v systému po stimula-
ci. Jednotlivé metody sleduji rizné bunécné procesy, kterymi se odliSuji buriky aktivované a
proliferujici od téch, které se nemnozi. K méreni potencidlu MSC inhibovat proliferaci stimu-
lovanych bunék jsme vyuzili dvou metod. Kultivace bunék probihd pro oba postupy shodné,

liSi se ale v zavérecné detekci a analyze vysledka.

Sterilni kultivace bunék pro proliferaéni testy probihala vidy v médiu RPMI 1640 v
96jamkové desti¢ce (Nunc, Roskilde, Danmark) po dobu 72h, pfi 37 °C. VSechny pokusy byly

nasazovany v dubletech. Konecny objem v jamce byl 200 pl a obsahovala:

1) Reaktivni splenocyty (Spl) kmene BALB/c (100tis bunék/jamka).

2) MSC nebo jejich supernatanty, jejichZ inhibi¢ni schopnosti na reaktivni Spl by-
ly studovany. Pochazely z mysich kmend BALB/c nebo C57B6.

3) Stimulans proliferace — nespecifické mitogeny. PouZivanym mitogenem pro
mysi Spl byl konkanavalin A (ConA; Sigma Aldrich) pfipadné lipopolysacharid (LPS; Di-
fco Labs, Detroit, MI, USA), jejichZ konec¢na koncentrace byla 1,25 pg/ml.
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5.5.2.1 Proliferacni test s 3H-thymidinem

Metoda je zaloZena na inkorporaci tritiem znageného thymidinu (*H-Thy) do nové
syntetizované DNA v proliferujicich burikach. Vysledna radioaktivita je tedy umérna mire

proliferace bunék v daném kultivaénim prostredi.

Na poslednich 6 hodin inkubace bunék bylo pfidano 0,5 pCi *H-Thy (Ustav pro vy-
zkum radioizotopli, Re?, CR) na jamku. Po uplynuti této casové lhGty byly buriky
z jednotlivych jamek stazeny na harvestorovy papir, ktery byl po vysuseni pfenesen do lahvi-
cek se scintilatnim roztokem obsahujicim toluen, 4 g/l 2,5-difenyloxazol (PPO; Ci5H11NO),
100 mg/I 1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl) benzen (POPOP; CysH,0N,0,). Radioaktivita byla mé-

fena pomoci kapalné scintilace na pfistroji Ray-Test.

5.5.2.2 Proliferacni test s WST-1

V pripadé WST-1 se méfi proliferace umérné aktivité mitochondrialni dehydrogena-
zy, kterd tuto tetrazoliovou sul stépi na vyrazny barevny produkt. Vysledna viabilita a pro-
liferace bunék se tedy méfi kolorimetricky po ¢tyrhodinové inkubaci v termalnim boxu. K

bunécéné suspenzi bylo pfidano 10 pl WST-1 na 100 ul v kultivaéni jamce.

5.5.3 Ovlivnéni mezenchymalnich kmenovych bunék

Sledovali jsme rozdily ve vlastnostech MSC po ovlivnéni rdznymi faktory. Tyto biolo-
gicky aktivni latky byly pfidavany, pokud neni uvedeno jinak, v konecnych koncentracich:
¢(LPS)=1,25 pg/ml, c(TGFB)=2 ng/ml, c(IL-1a/-1B/-2/-4/-6/-10/-12/-15/-17/-21/IENy/TNFa/
FSL-1/Pam3) =5 ng/ml (PeproTech, Rocky Hill, NJ). Pokud byl pfidavan stimulaéni IFNy, byla

jeho koncentrace opét c=5 ng/ml.

5.5.4 ELISA
5.5.4.1 Kultivace bunék

1) Kultivace Spl pro méreni vlivu MSC na produkci cytokin(i pomoci ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) testu probihala ve 48jamkové desticce (Costar, Corning Incorpo-

rated, USA). Suspenze mysich Spl (0,5-:10° buné&k) kmene BALB/c byla stimulovana ConA
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(konec¢na koncentrace 1,25 pg/ml). Nasledné byly dodany bud MSC v poméru 1 : 4
k reaktivnim Spl, pfipadné byly pfidany supernatanty z MSC (500 ul). Celkové inkubace
probihala v objemu 1 ml/jamka.

2) Sledovali jsme téZ vliv MSC/supernatantl na produkci cytokin makrofagy. V takovém
pripadé probihala kultivace v 96jamkovych destickach (Nunc, Roskilde, Danmark), v ob-
jemu 220 pl. Pocet MSC byl stanoven na 4tis/jamka, makrofagli pfipadlo na jamku
100tis. V ptipadé, Ze byly pouzity supernatanty z MSC, byla do jamky pfidana opét polo-

vina celkového objemu.

5.5.4.2 Detekce cytokinii

Sledovéna byla produkce péti cytokinl: IL-2, IFN-y, IL-6, IL-4 a IL-10. Pro jednotlivé
cytokiny byly stanoveny intervaly odebirani supernatantd (4 220 pl) k nasledné analyze tak-
to: 1) pro analyzu produkce IL-2 byl supernatant odebirdn 24 hodin po nasazeni pokusu, 2)
pro IFN-y a IL-6 po 48 hodinach, 3) pro IL-4 a IL-10 po 72 hodinach od pocatku inkubace.

Supernatanty byly aZ do analyzy skladovany v -18 °C.

Na dno vysoce adsorpcnich 96jamkovych desticek (Costar) byla pfes noc navadzana
primarni protilatka proti jmenovanym cytokinlim. 0,1M roztok NaHCOs s primarni protilat-
kou (primarni protilatka proti IL-2, IL-6 nebo IFN-y v koncentraci 0,76 ug/ml, primarni proti-
latky proti IL-4/IL-10 v koncentraci 2,38 pg/ml) byl rozpipetovan v mnozstvi 50 pl/jamka.

Inkubace probihala pfes noc pfi 4 °C.

Ndasledujici den byly vzorky tfikrat promyty PBS s pridavkem Tween-20 a zbyly volny
povrch dna jamek byl béhem dvouhodinové inkubace pti laboratorni teploté nespecificky
zablokovan blokovacim roztokem (& 100 pl/jamka). Desticky byly nasledné 3x promyty a do
jamek byly po dvojicich naneseny: blank (Cisté 10% médium RPMI), cytokinové standardy a

vzorky, vSe po 100 pl. Inkubace probihala opét pres noc pfi 4 °C.

PFisti den byly vzorky ctyrikrat promyty a 1 hodinu inkubovany se sekundarni proti-
latkou oznacenou biotinem, opét v objemu 100 ul (sekundarni protilatky proti IL-2, IL-6 ne-
bo IFN-y v koncentraci 0,38 pg/ml, sekundarni protilatky proti IL-4/1L-10 v koncentraci 1,19
ug/ml blokovaciho roztoku). Desticky byly nasledné Sestkrat promyty a po dobu 45 min in-
kubovany s roztokem avidinperoxidazy (koncentrace 2,5 pg/ml v blokovacim roztoku; 100

ul/jamka).
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Na zavér, po osmerém promyti, bylo do jamek pfidano 100 ul substratu ABTS pro
peroxiddzu (roztok 2,2°-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) s H,0,), ktery po
enzymatické reakci poskytuje barevny produkt iamérny koncentraci cytokinu ve vzorku a
méritelny na spektrofotometru, jehoz filtry byly nastaveny na vinové délky méfi-

ci/referencni: 405/630 nm.

5.5.5 Griessova reakce

Inkubace bunék pro zjisténi produkce NO v systému probihd v 48jamkové desticce
(Costar). NO produkuji nejraznéjsi typy bunék, jejich mnozstvi se tedy v jednotlivych poku-
sech liSi. Nejmensi potfebny celkovy objem v jamce je 250 pl, jelikoZ nasledné bylo do de-
tekéni 96jamkové desticky (Nunc) preneseno 2 x 100 pl supernatantu. K blanku (Cisté kulti-
vacni 10% médium RPMI 1640), standardim (péticlenna redici fada NaNO, fredéného v 10%
médiu RPMI 1640) a téZ ke vzorklim bylo pfidano 100 pl smési dvou roztok( (A a B, smicha-
nych vpoméru 1 : 1; sloZeni viz. Roztoky a média), které po reakci s NO pfitomnym
v systému poskytly barevny fenolovy produkt, jehoZ intenzita je opét umérna koncentraci

plvodné pritomného NO a je méfitelna na spektrofotometru, méfici filtr 570 nm.

5.5.6 Reverzni transkripce, PCR

Pti analyze expresniho profilu jednotlivych bunéénych typ(, resp. rlizné ovlivnénych
bunék, je prvnim krokem izolace celkové RNA. Ta se nasledné reverzni transkripci prepisuje
do podoby dvouretézcové DNA a ta je podrobena analyze na pfitomnost plvodnich hleda-

nych transkriptd.

Z bunék kultivovanych v 48jamkové desti¢ce (Costar) bylo odstranéno médium a byly
prevedeny do TRI REAGENTu (MRC, Cincinnati, USA) do plastovych zkumavek zbavenych
DN4&z a RNaz (Neptune). V TRI REAGENTu je mozné buriky zamrazit, nez se prikroci k vlastni
izolaci RNA. Tehdy byl po 5min inkubaci pfi pokojové teploté k burikdm pridan chloroform
(1/5 objemu TRI REAGENTu). Po 10 min byly buriky sto¢eny na centrifuze pfti nizké teploté
(15 min, pti 12000 rcf). Vysledkem byla rozdéleni suspenze na dvé faze — spodni fenolovou a

horni vodnou, ve které byla rozpusténa RNA. Vrchni faze byla prepipetovana do nové zku-
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mavky a bylo k ni pfidano stejné mnozstvi isopropanolu. Po dobu 5-10 min pfi pokojové tep-
loté se srazela RNA, poté byla zkumavka opét centrifugovana (8 min, 12000 rcf). Po tomto
kroku byla na dné usazena peleta vyizolované RNA. Supernatant byl odlit, byla odsata zbyla
kapka a RNA byla oplachnuta 75% ethanolem. Poté, co byla RNA vysuSena pfi 40 °C, byla
rozpusténa ve 20 pl H,O (Top-Bio, Praha, Ceska republika) bez RN4z (65 °C/5 min). Ndsledné

jiz byla RNA uchovavana na ledu.

Po kontrole Cistoty RNA pomoci elektroforézy na 1% agarézovém gelu s ethidium-
bromidem byla RNA reverzni transkripci pfepsana do komplementarni DNA (cDNA). K tomu
byl vyuzit smés ndhodnych hexamera (Promega Corporation, Madison, WI, USA), volné deo-
xyribonukleotidtrifosfaty (dNTP; Invitek, Berlin, Germany), a kit SuperScript Il Reverse

Transcriptase (Invitrogen).

Z cDNA byl nasledné zjistovan expresni profil jednotlivych bunécénych typl/rizné
ovlivnénych bunék pomoci klasické polymerazové retézové reakce (PCR). Rozdilnou expresi
sledovanych imunologicky vyznamnych protein( jsme vztahovali na shodnou miru exprese
glyceraldehydfosfat dehydrogendzy (GAPDH) a vizualizovali na elektroforetickém 2% agaro-
zovém gelu s ethidiumbromidem. Jednotlivé PCR z cDNA jsme provadéli za vyuZiti PPP Mas-

ter Mixu (Top-Bio), pfislusnych primera (viz. Tabulka, Generi-Biotech) a PCR H,0 (Top-Bio).

GAPDH S 5°-GGG TGT GAA CCA CGA GAA AT-3°
GAPDH A 5"-ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA-3°
IL-1S 5"-CAG GAT GAG GAC ATG AGC ACC-3°
IL-1A 5°-CTC TGC AGA CTC AAA CTC CAC-3°
IL-6 S 57-AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA-3°
IL-6 A 5°-TTC TGA AAG TGC ATC ATC GT-3°
TGFB S 57-GCA GGA TAA TTG CTG CCT TC-3°
TGFB A 5°-TTC GAT CTT GGG CGT ATT TC-3°
IFNy S 5°-TAC TGC CAC GGC ACA GTC ATT GAA-3°
IFNy A 5°-GCA GCG ACT CCT TTT CCG CTT CCT-3°
IL-10 S 5°"-GTG AAG ACT TTC TTT CAA ACA AAG-3°
IL-10 A 5°-CTG CTC CAC TGC CTT GCT CTT ATT-3°
IL-2 S 5°-GTC AAC AGC GCA CCC ACT TCA AGC-3°
IL-2 A 5°-GCT TGT TGA GAT GAT GCT TTG ACA-3°
S - sense, A - antisense

Tabulka: Seznam pouzitych primerti.
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5.5.7 Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie je zaloZena na fluorescenénim znaceni a charakterizaci jednot-
livych bunék skrze specifické povrchové nebo intracelularni markery. VyuZivd se monoklo-
nalnich protilatek, které maji na svém Fc segmentu navdzany fluorofor, ktery se po ozareni
laserem pfislusné barvy excituje a emitované zareni je detekovdno a nasledné softvérové

analyzovano.

Na pratokovém cytometru jsme predevsim zjistovali pfitomnost negativnich marker(
na populaci MSC a dale zastoupeni bunék Treg a Th17 ve slezinnych suspenzich. Pro detekci
téchto bunék se vyuziva jejich charakterizace jak povrchovymi, tak intracelularnimi markery.
Pfi intraceluldarnim znaceni je nutné zaradit krok permeabilizace a fixace bunék, aby mohla

pfislusna fluorescencné znacenad protilatka proniknout dovnitf do bunék.

5.5.7.1 Znaceni povrchovych markertii

Z odebranych vzorka slezin se za vyuZiti homogenizatoru vytvofi suspenze, které se
po centrifugaci prevedou z média do PBS. Z dostatecné zfedéné koncentrace se Spl suspen-
ze rozpipetuji po 200 pul do 96jamkové FACSové desticky (Nunc), ktera se udrzuje na ledu. Po
centrifugaci (3 min, 170 rcf), se buriky nejprve barvi protildtkami proti povrchovym marke-
ram. V pripadé zjistovani zastoupeni Treg a Th17 ve slezinnych suspenzich se buriky primar-
né oznadi fluorescenéni znackou Pacific blue (c=1 pg/ml; Fixable Viability Dye eFluor® 450,
eBioscience), kterd se vaie na fosfolipidy mrtvych bunék a monoklonalni protilatkou
(s navazanym derivatem fluoresceinu) proti povrchovému markeru CD4 (AntiCD4-FITC, c=10
ug/ml; BioLegend). Barveni probiha 30 min pfi 4 °C v objemu 10 pl na jamku. Vzorky se na-

sledné dvakrat promyiji PBS.

Pti analyze MSC a stanoveni negativnich markerd, se barvily bunky resuspendované
v PBS jednokrokové monoklonalnimi Ab proti povrchovym znaklim CD45 (AntiCD45-PE, c=4
ug/ml, znacena fykoerythrinem; BioLegend) a CD11b (AntiCD11b-APC, c=4 pg/ml, znacena
alofykocyaninem; Bio-Legend). Barveni probihd 30 min pfi 4 °C v objemu 10 pl na jamku.
Vzorky se nasledné dvakrat promyiji PBS, ve kterém se pred analyzou téz resuspenduji a 10

min pred analyzou se oznaci DNA mrtvych bunék fluorescencni znackou Hoechst 33258.
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5.5.7.2 Znacdeni intraceluldarnich markerti

Bunky se podrobi permeabilizaénimu ¢inidlu (koncentrat : diluent v poméru 1 : 3, 100
ul na jamku; Fixation/Permeabilization Diluent and Concentrate, eBioscience) a inkubuji pfi
4 °C 30 min. Po promyti 150 pl omyvaciho roztoku (koncentrat : deionizovana H,0 v poméru
1 :9; 10x Permeabilization Buffer, eBioscience) a opétovné centrifugaci, se bunky inkubuji
s protilatkami proti transkripénim faktorim FoxP3 (AntiFoxP3-PE, c=4 pg/ml roztoku; eBios-
cience) a RORyt (AntiRORyt-PE, nafedéno v omyvacim roztoku na c=4 pug/ml; eBioscience).
Znaceni probiha opét 30 min pfi 4 °C v objemu 10 pl na jamku. Po ndsledné dvoiji sadé pro-
myvani (omyvacim roztokem) se burky resuspenduji ve 150-200 pl omyvaciho roztoku

(podle pocatecni koncentrace bunék) a nasledné se jiz analyzuji na prdtokovém cytometru.

5.5.8 Barveni mezenchymalnich kmenovych bunék PKH-26

Pro studium migrace MSC do tkani a organd, pripadné pro naslednou analyzu na pri-
tokovém cytometru jsme buriky znacili pomoci PKH-26. Kit (PKH26GL-1KT, Sigma-Aldrich)
obsahuje vlastni fluorescenéni barvu PKH-26 a fedici roztok Diluent C. Postup barveni byl

prejat z protokolu kitu. Prace probiha ve sterilnim prostredi laminarniho boxu.

MSC byly po 2-3tydenni kultivaci uvolnény z kultiva¢nich lahvi a centrifugovény ve
zkumavce (8 min pfi 170 rcf). Supernatant byl slit a peleta resuspendovana v PBS, kterym
byla zkumavka doplnéna do plného objemu a opét centrifugovana. Tento postup byl opako-
van jesté jedenkrat (pro odstranéni rezidualniho séra, které by interferovalo s barvenim). Po
druhém stoceni bunék v PBS byl supernatant dikladné odstranén a k bunkam byl pfidan 1
ml Diluentu C. Ve vedlejsi zkumavce byl pfipraven barvici roztok sestavajici z 1 ml Diluentu C
a 5 ul PKH-26. Obsahy obou zkumavek se nasledné smichaly a idedlné v zatemnéné zkumav-
ce byly bunky s barvickou inkubovany 4 min za ob¢asného protrepavani. Pro inaktivaci pro-
cesu inkorporace znacici sondy do bunécné membrany se nasledné pfidaly 2 ml FCS. Po cen-
trifugaci a sliti supernatantu byl pfiddn 1 ml 10% média a odebrdn vzorek pro spocitani
mnozstvi Zivych bunék (9 pl bunécné suspenze smichano s 1 pl Trypanové modfi, kterd
obarvi jadra mrtvych bunék). Zkumavka byla doplnéna médiem a opét stocena (pro odmyti

nenavazané fluorescencni barvy v roztoku). Nasledné byla provedena vyména média za Cer-
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stvé v pozadovaném mnozstvi pro dalsi vyuziti, pfipadné pro intravendzni aplikaci byly buni-

ky resuspendovany v PBS.

5.5.9 Intravendzni aplikace mezenchymalnich kmenovych bunék

PFi studiu migracnich schopnosti MSC, ale i za sledovanim jejich vlivu na imunitni
odpovédi, jsme tyto buriky intravendzné aplikovali mysim kmene BALB/c. Bunky byly pre-
dem ovlivnény po dobu 24h LPS (c=1,25 pg/ml) nebo TGFB (c=2 ng/ml), pfipadné ponechany
neovlivnéné. Poté byly obarveny PKH-26 a ndsledné v mnoZstvi 200tis injikovany do ocasni
Zily. Mysim bylo na zadech v urovni lopatek provedeno simulované poranéni, ke kterému byl
subkutanné aplikovan LPS (n=5 pg) pro podporeni zanétlivé reakce. Pro kontrolu byla pone-
chana jedna mys$ pouze s poranénim (bez podanych MSC). Mysi byly usmrceny po 24h od
aplikace MSC a byly z nich pro dalsi analyzu odebrany slezina, uzliny, jatra, plice, tukova tkan
a kGize v misté poranéni, které byly uloZzeny do PBS s pridavkem azidu sodného. Ndsledné

byly pozorovany pod fluorescencni binolupou.

5.5.10 Diferenciace MSC

MSC jsou definovany schopnosti diferencovat v dalsi bunééné typy mezodermalniho
plvodu, jako jsou osteoblasty, chondroblasty, adipocyty a dalsi. Pro potvrzeni jejich fenoty-
pu se k MSC pridavaji ¢inidla, kterymi se dociluje jejich in vitro diferenciace. My jsme sou-

stfedili pozornost predevsim na diferenciaci pomoci osteogenniho a adipogenniho ¢inidla.

MSC jsme nechali ve 24jamkové desti¢ce narlst do 80-90% konfluence. Diferenciace
nasledné probihala v objemu 1 ml pfiblizné 2 tydny, pficemz kompletni vyména média

s Cinidly byla provedena kazdé 3-4 dny.
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5.5.10.1 Adipogenni diferenciace a barveni produktii

Na 10 ml 10% DMEM:

- 1 pul dexametazonu

- 10 ul IBMX

- 10 plinzulinu

- 100 pl indometacinu

Produkty adipogenni diferenciace se nejprve 1 hod fixuji formaldehydem a po
oplachnuti 60% isopropanolem a oschnuti se barvi Oil Red O (0,7 g Oil Red O na 200 ml iso-
propanolu; pro vlastni barveni se nasledné roztok naredi v poméru 6 : 4 ddH,0). Pfebytecna

barva se nasledné oplachuje ddH,O0.

5.5.10.2 Osteogenni diferenciace a barveni produktii

Na 10 ml 10% DMEM:

- 1 pl dexametazonu

- 200 pl G2P

- 5ulAA

Produkty osteogenni diferenciace se v desti¢ce po fixaci formaldehydem a promyti
dH,0 barvi v intervalu 30 sec Alizarin Red S (4g Alizarin Red S na 200 ml ddH,0, pH upraveno

na 4,1 —4,3). Z jamky se prebytecna barva opét vymyva ddH,O.

5.5.11 Statisticka analyza

Data jsou prezentovana jako pridmérna hodnota + standardni odchylka. Statisticka
signifikance byla stanovena pomoci parového t-testu. Hodnoty P < 0,05 (*) nebo P < 0,01

(**) byly povazovany za signifikantni.
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6 Vysledky
6.1 Charakterizace MSC izolovanych z kostni diené a z tukové tkané
6.1.1 Povrchové markery

Zpocatku byly testy provadény s MSC izolovanymi z kostni dfené, BM-MSC. Posléze,
po zavedeni protokolu izolace MSC z tukové tkané, jsme pfistoupili k vyuzivani rychleji ex-
pandujicich AT-MSC. Populaci jsme podrobili analyze na pritokovém cytometru na nepfi-
tomnost vybranych negativnich marker(, sice CD45, CD11b a MHCgpll. Pro tento ucel jsme
vyuzili transgenni my&i kmen (MHCgpll/eGFP knock-in na pozadi 129/v, H-2°) specificky ex-
primujicich gen pro zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein, GFP) v MHCgpll.
Po prevedeni bunék do PBS jsme je obarvili pomoci fluorescenéné znacenych Ab proti leu-
kocytdarni extraceluldrni fosfatdze CD45 a leukocytarni adhezivni molekule CD11b. Soucdasné
jsme vyuZili knock-in genu pro GFP, jehoZ pozitivni signdl znaci expresi MHCgpll. Nasledna
analyza na pratokovém cytometru ukazala, Ze v populaci kultivovanych AT-MSC se vyskytuje
maximalné 1,78% CD45" bunék, 2,09% MHCgpll pozitivnich bunék a 1,66% CD11b* bunék.

Cistota populace je tedy s ohledem na zvolené negativni markery 95% (Obr. 3).

6.1.2 Adipogenni a osteogenni diferenciace

Dalsi charakteristickou vlastnosti MSC je schopnost pod vlivem pftislusnych faktort
diferencovat v buriky mezodermalni tkané. Ziskali jsme bunky diferencované v adipocyty a

osteoblasty (Obr. 4), podafilo se ndm tedy prokazat dalsi z ryst charakteristickych pro MSC.
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Obr. 3: Stanoveni pritomnosti vnéjsich markerti na AT-MSC a stanoveni Cistoty populace.
Bunky byly po tfitydenni kultivaci analyzovany na pritokovém cytometru na nepfitomnost negativ-
nich povrchovych znakd CD45, CD11b a MHCgpll. Z populace Zivych bunék byly vybrany ty, které
prochazely proudem pred detekénim laserem jednotlivé. Z téchto bunék byly nasledné vyznaceny
bunky negativni na sledované markery, tedy populace AT-MSC o Cistoté 95%.

Obr. 4: Produkty adipogenni a osteogenni diferenciace. Adipocyty obarvené Oil Red O (A) a
osteoblasty barvené Alizarin Red S (B). (C) detail produktu adipogenni diferenciace s patrnymi tuko-
vymi kapénkami. Zvétseni 400x.
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6.1.3 Inhibicni vlastnosti

Mezi hlavni provadéné pokusy patfily proliferacni testy Spl. Je znamo, Zze MSC kokul-
tivované se Spl maiji inhibi¢ni efekt na jejich proliferaci. JelikoZz kultivace AT-MSC je méné
narocna, resp. jedna se o, v in vitro systému, rychleji expandujici buriky a souéasné vétsina
dosavadnich praci vyuZivala k inhibi¢nim pokusim BM-MSC, porovnali jsme nejprve vliv BM-
MSC a AT-MSC na proliferaci stimulovanych Spl. Ke Spl stimulovanym ConA byly pfidany
BM-MSC, resp. AT-MSC (Obr. 5). MSC byly pfidavany v redici fadé, abychom postihli vétsi
mnozstvi koncentracnich pomérd vici reaktivnim Spl a eventualné urcili koncentraci MSC,
kdy jiz neni jejich inhibi¢ni Gcinek na polyklonalné stimulované Spl patrny. Ze srovnani vlivu
MSC izolovanych ze dvou druh( tkdné dospélého organismu vyplyva, Ze obé populace MSC
maji obdobné inhibi¢ni vlastnosti na proliferaci Spl stimulovanych ConA. Vzhledem
k pozitivni korelaci srovnavacich testll mezi BM-MSC a AT-MSC jsme nasledné dil¢i experi-

menty jiZz provadéli se snaze izolovatelnymi a kultivovatelnymi AT-MSC.
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Obr. 5: Srovnani inhibi¢nich schopnosti MSC izolovanych z kostni direné a z tukové tkané
na proliferaci stimulovanych splenocytt. Spl mysi BALB/c byly inkubovany v ¢istém médiu, pro
zjisténi bazalni hodnoty proliferace (Spl); stimulovany konkanavalinem A (Spl+ConA), stimulovany
ConA a kultivovany spolecné s MSC z kostni dfené (BM-MSC) pfipadné s MSC z tukové tkané (AT-
MSC). MSC byly ptidany v redici fadé s postupnym zvySovanim poméru Spl : MSC (4 : 1 — 128 : 1).
Uvedeny jsou hodnoty cpm. Prezentovan je jeden reprezentativni vysledek.
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6.2 Invitro experimenty I

6.2.1 Zakladni ovlivnéni mezenchymalnich kmenovych bunék rozpustnymi fak-
tory

Jednim z nasich cill bylo urdit, jak by bylo mozné imunomodulacni Gcinek MSC posi-
lit. Zvolili jsme primarné dvé imunologicky vyznamné latky s protichGdnym Gcinkem, TGFpB a
LPS. TGFB je jednim z hlavnich imunosupresivnich cytokinl, zatimco LPS, produkt Gram-
negativnich bakterii plsobici v organismu jako endotoxin, vyvolavd po vazbé na TLR silnou

imunitni odpovéd a je tedy imunostimulaéni.

MSC byly preinkubovany spolu s TGF nebo LPS, popfipadé ponechany neovlivnéné,
referencni. Nejprve bylo provedeno stanoveni vhodného intervalu plsobeni LPS a TGFB na
kulturu MSC. Buriky byly omyty cerstvym médiem po 16h, 24h nebo 48h (Obr. 6A, B, C). Na-
sledné byly MSC pridany v klesajicim poméru vici reaktivnim Spl stimulovanym ConA. Pro-
liferace Spl byla méfena pomoci testu inkorporace *H-thymidinu. Po 16 hodinach preinku-
bace MSC sTGFB a LPS jesté neni pozorovan vyraznéjsi inhibi¢ni efekt. Naopak po
48hodinové inkubaci s rozpustnymi faktory se rozdily mezi jednotlivymi MSC stiraji. Pro na-

sledné experimenty jsme tedy zvolili dobu inkubace MSC s biologicky aktivnimi latkami 24h.
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Obr. 6: Kalibrace doby preinkubace kultury MSC s imunologicky aktivnimi latkami. MSC
byly ovlivnény TGFB (MSC(TGF)) nebo LPS (MSC(LPS)), poptipadé ponechany referencni, neovlivnéné
(MSC(-)). Buniky byly oplachnuty po 16h (A), 24h (B) nebo 48h (C). Nasledné byly MSC v klesaji-
cim poméru pfidany k reaktivnim Spl, které byly stimulovany ConA. Proliferace Spl byla mérena po
72h kokultivace s MSC pomoci testu inkorporace *H-Thymidinu. Uvedeny jsou hodnoty cpm.
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6.2.2 Inhibicni testy I

V tomto formatu, preinkubace MSC po dobu 24h s TGF( a LPS, jsme provedli ¢etna
opakovani inhibi¢niho pokusu (Obr. 7A). Koncentrace téchto biologicky aktivnich latek byly
nastaveny na c(TGFB) = 2 ng/ml a c(LPS) = 1,25 pug/ml, a to na zakladé kalibrace ucink( jme-
novanych latek v rliznych koncentracich na inhibi¢ni schopnosti MSC (Obr. 7B). ZObr. 7 je
patrné, Zze v in vitro podminkach ma imunosupresivni cytokin TGFB pro inhibi¢ni vlastnosti
MSC podptrny efekt, zatimco LPS, mykobakterialni ligand TLR, inhibici proliferace Spl mirné
potlacuje. Zaroven se s klesajicim pomérem MSC vci Spl vSeobecné snizuje i inhibi¢ni efekt,

coz znaci koncentrac¢né zavislou inhibici vlivem MSC.
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Obr. 7A: Inhibicni test. MSC byly po dobu 24h ovlivnény TGFB (MSC(TGF)) nebo LPS (MSC(LPS)),
popripadé ponechany referencni, neovlivnéné (MSC(-)). Poté byly inkubovany se Spl stimulovanymi
ConA. Po 72h byla méFena proliferace Spl pomoci inkorporace *H-thymidinu. Vyhodnoceni inhibice
je uvedeno v procentudlni zméné miry proliferace Spl po kokultivaci s MSC. Jako referen¢ni hodnota
je brana proliferace (Spl+ConA). Jednotlivé body fad predstavuji primérné hodnoty + standardni
odchylky z deseti nezavislych opakovani.

Str. 48



120

100 L

80

60

40

20

Mira proliferace Spl v systému (%)

N

Spl : MSC

& Spl B Spl+ConA s \1SC(-) @ \|SC(LPS1)
@ \|SC(LPS2) == \ISC(TGF1) MSC(TGF2)

Obr. 7B: Inhibi¢ni test. MSC byly po dobu 24h ovlivnény dvéma riznymi koncentracemi TGFB
(MSC(TGF1/2); c(TGF1)=2 ng/ml, c(TGF2)=1 ng/ml) nebo LPS (MSC(LPS1/2); c(LPS1)=2,5 pg/ml,
c(LPS2)=1,25 pg/ml), popfipadé ponechany neovlivnéné, referenéni (MSC(-)). Poté byly inkubovany
se Spl stimulovanymi ConA. Po 72h byla méfena proliferace Spl pomoci inkorporace *H-thymidinu.
Vyhodnoceni inhibice je uvedeno v procentudlni zméné miry proliferace Spl po kokultivaci s MSC.
Jako referenéni hodnota je brana proliferace (Spl+ConA). Prezentovan je reprezentativni vysledek
z deseti opakovani.
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6.2.3 Produkce cytokinti I

Kromé sledovani efektu rizné ovlivnénych MSC na proliferaci Spl jsme se zaméfili i
na detekci cytokin produkovanych Spl po kokultivaci s témito MSC. Kultivace bunék probi-
hala v poméru 4 : 1 Spl vii¢i MSC, jelikoZz v tomto nastaveni byl pozorovan nejvétsi vliv MSC

na proliferaci Spl.

IL-2 je hlavnim rlstovym faktorem T lymfocytl, stimula¢né pusobi ale i na dalsi bu-
nécné typy. IL-2 je jako IFNy produkovdn zejména Thl subpopulaci T bunék. Naopak IL-4 a
IL-10 jsou predevsim produkty Th2 lymfocytl a vykazuji tlumivé Gcinky na zanétlivé reakce,
tedy i na Th1 subpopulaci. Vzhledem k povaham TGF a LPS bylo o¢ekdvano, Zze MSC ovliv-
néné imunostimulacnim LPS (MSC(LPS)) budou i pfes primarné imunosupresivni plsobeni
MSC relativné podporovat sekreci prozanétlivych cytokin(i IL-2 a IFNy, zatimco TGFB bude
skrze MISC (MSC(TGF)) ve Spl indukovat expresi protizanétlivych IL-4 a IL-10.

Z analyzy supernatantl Spl po kokultivaci s rtzné ovlivnénymi MSC ELISA testem
(Obr. 8) vyplyva, ze MSC(LPS) podporuji Spl v produkci IL-2 a IFNy, ale téZ IL-10, vSe nad uro-
ven samotnych Spl stimulovanych ConA (Spl+ConA). MSC(LPS) v porovnani s ostatnimi typy

MSC soucasné nejméné potlacuji produkci IL-4. MSC(TGF) naopak Uspésné inhibuji produkci

.....
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Obr. 8: Analyza produkce cytokinii stimulovanymi Spl v pritomnosti MSC. MSC byly po
dobu 24h ovlivnény TGFB (MSC(TGF)) nebo LPS (MSC(LPS)), popfipadé ponechany referencni, neo-
vlivnéné (MSC(-)). Poté byly inkubovany se Spl stimulovanymi ConA. Po 24h (IL-2), 48h (IFNy) nebo
72h (IL-4, IL-10) byly odebrany supernatanty k analyze produkce jmenovanych cytokinG. Vysledky
jsou vyneseny v procentualnich zménach produkce cytokinl vztazenych k produkci (Spl+ConA). Data
predstavuji priméry + standartni odchylky z péti nezavislych opakovani. (*P < 0,05)
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6.2.4 Expresni profil mezenchymalnich kmenovych bunék

JelikoZ jsme pozorovali rozdily v plisobeni riizné ovlivnénych MSC na proliferaci a
produkci cytokin( Spl, stanovili jsme expresni profil téchto bunék. Izolovali jsme RNA z MSC
po 24h inkubaci s LPS (c=1,25 pg/ml) a TGFB (c=2 ng/ml), naslednou reverzni transkripci a
PCR jsme urcovali miru exprese imunologicky vyznamnych cytokind a enzymd MSC

(Obr. 9).

MSC po ovlivnéni LPS navySovaly oproti neovlivnéné kontrole (MSC(-)) zejména ex-
presi imunostimulacnich (IL-1, IL-6) faktord. MSC ovlivnéné TGFp zietelné zvysily transkripci
genu pro TGFB. Téz oproti kontrole indukovaly produkci mRNA pro IL-6, ne vSak v takové
mite, jako MSC stimulované LPS. Exprese IL-10 byla ve vSech typech MSC na velmi nizké

drovni. Zddné z MSC neprodukovaly IFNy ani IL-2.

O O O
L 8 2
2 2 2
IL.B -
TGF - Obr. 9: Stanoveni expresniho profilu MSC po ovlivnéni
LPS a TGF. Z MSC ovlivnénych po dobu 24h LPS (MSC(LPS))
IFN - nebo TGFB (MSC(TGF)) a neovlivnénych (MSC(-)) byla izolovana
RNA, kterd byla reverzni transkripci prepsana do cDNA. Z té byla
IL-10 - nasledné pomoci PCR stanovena mira exprese jednotlivych fak-
tord.
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6.3 Invivo experimenty

Cilem in vitro pokust bylo identifikovat postupy, kterymi by bylo mozné ziskat po-

tencidlné uspésnéjsi imunoregulaéni MSC a ty nasledné transferovat do in vivo experiment(.

Sledovali jsme rozdily mezi alogennimi a syngennimi MSC. Buriky izolované z tukové
tkané mysi kmene BALB/c nebo C57B6 a ovlivnéné dle zakladniho schématu (-/LPS/TGF)
jsme intravendzné aplikovali mysim BALB/c. Pro porovnani migracnich schopnosti jim bylo
na zadech provedeno poranéni, do jehoZ bezprostifedniho okoli byl injikovan roztok LPS, aby
byl v misté poranéni simulovan zanét. Po 24h byly jednotlivym mysim odebrany sleziny. Byla
testovana proliferacni odpovéd bunék, dale bylo méfeno procentualni zastoupeni FoxP3
(Treg) a Roryt (Th17) pozitivnich bunék a byly sledovany zmény v produkci cytokin(. Soucas-

né byla sledovana migrace takto ovlivnénych MSC do tkani a orgdna.

6.3.1 Proliferace, zastoupeni Treg a Th17 bunék, produkce cytokint

Proliferacni test. V prolifera¢nim testu (Obr. 10A) byla proliferace Spl po stimulaci
ConA nejucinnéji inhibovana v mysi, které byly aplikovany syngenni MSC ovlivnéné TGFB, za
nimi nasledovaly Spl z mysi se syngennimi MSC ovlivnhénymi LPS a alogennimi MSC ovlivné-

nymi TGFp. Pfidany LPS do systému proliferaci Spl vyznamné neindukoval.

Zastoupeni Treg a Th17. Na sniZeni zastoupeni CD4"Roryt" bunék oproti kontrol-
nim mysim mély nejmensi vliv (syngenni i alogenni) MSC ovlivnéné TGFB (Obr. 10B). Intra-
venozné aplikované MSC ovlivnéné LPS naopak pfitomnost takto definovanych Th17 bunék
inhibovaly nejlépe. Zastoupeni Treg lymfocytl ve slezinach jednotlivych mysi bylo nejlépe
podporeno aplikaci MSC ovlivnénych LPS (Obr. 10C), jinak nebyl vliv podanych bunék vy-

znamny.

Produkce cytokint (Obr. 11). Produkce IL-2 byla nejvice snizena u Spl pochazeji-
cich z mysi, kterym byly podany syngenni MSC ovlivnéné TGFB. Tyto mysi produkovaly tak-
téZ nejméné prozanétlivého IFNy. Jeho koncentraci sniZzovaly i Spl z mysi, kterym byly poda-
ny alogenni MSC ovlivnéné LPS. Produkce IL-4 a IL-10, ale i IFNy a IL-2 byla podpofena po

aplikaci neovlivnénych MSC (syngennich i alogennich).
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Obr. 10: Pisobeni ovlivnénych MSC po intraveno6zni aplikaci na proliferaci a zastoupeni
Treg a Th17 bunék ve sleziné. Syngenni nebo alogenni MSC ovlivnéné LPS/TGFp byly intravendz-
né aplikovany mysim BALB/c. Ze Spl odebranych po 24h byl nasazen proliferacni test (A) nestimulo-
vanych bunék (-), stimulovanych ConA (ConA) nebo LPS (LPS). Dale bylo sledovano zastoupeni
CD4'Roryt" (B) a CD4'FoxP3" (C) bunék. K = Spl z kontrolni mys3i; Ks = Spl z mysi se simulovanym po-
ranénim bez aplikace MSC; C57B6(-/LPS/TGF) = Spl z mysi po aplikaci alogennich rizné ovlivnénych
MSC; BALB/c(-/LPS/TGF) = Spl z mysi po aplikaci syngennich rizné ovlivnénych MSC. Data predstavuji
praméry + standartni odchylky ze t¥i nezavislych opakovani. (*P < 0,05)
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Obr. 11: Vlivy ovlivnénych MSC po intravenézni aplikaci na produkci cytokinu Spl. Syn-
genni nebo alogenni MSC ovlivnéné LPS/TGFB byly intraven6zné aplikovany mysim BALB/c. Spl ode-
brané po 24h byly analyzovany na produkci cytokinl IL-2 (po 24h v kulture), IFNy (po 48h), IL-4 a IL-
10 (po 72h). K = Spl z kontrolni mysi; Ks = Spl z mysi se simulovanym poranénim bez aplikace MSC;
C57B6(-/LPS/TGF) = Spl z mysi po aplikaci alogennich rGzné ovlivnénych MSC; BALB/c(-/LPS/TGF) =
Spl z mysi po aplikaci syngennich rdzné ovlivnénych MSC. Data predstavuji priiméry + standartni
odchylky ze tfi nezavislych opakovani. (*P < 0,05)
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6.3.2 Migracni vlastnosti

Z mysi, kterym byly intravendzné aplikovany syngenni MSC ovlivnéné v zakladnim
schématu pokusu, byly odebrany tfiselné uzliny, jatra, plice, slezina, tukova tkan a kaze s
poranénim. MSC byly pfedem fluorescencné oznaceny, proto mohly byt organy nasledné
pozorovany pod fluorescenéni binolupou a bylo moziné identifikovat rozdilnou migracni

schopnost ovlivnénych bunék (Obr. 12A-F).

MSC byly v rlizné mite identifikovany ve vSech jmenovanych tkanich, z toho nejzie-
telnéji v plicni tkdni (Obr. 12B). Pfi porovnani jednotlivych typld MSC nejvyraznéji putovaly
MSC ovlivnéné LPS a to do sleziny (12A), plic (12B), jater (12C) a mista poranéni (12D). Nej-
vétsi signal v tfiselnych uzlindch (12E) a tukové tkani (12F) naopak poskytly MSC po ovlivnéni
TGFB.
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Obr. 12: Porovnani migracnich schopnosti ovlivnénych MSC po intraveno6zni aplikaci.
Obarvené syngenni MSC byly intravendzné aplikovany mysim BALB/c. Po 24h z nich byly odebrany:
slezina (A), plice (B), jatra (C), kGze (D), tfiselna uzlina (E), tukova tkan (F). Tyto organy byly pozoro-
vany pod fluorescenéni binolupou vidy v usporadanych ctveficich 1) Ks = organ z kontrolni mysi,
které nebyly podany zadné MSC; 2) TGF = organy po aplikaci MSC ovlivnénych TGFB; 3) LPS = MSC
ovlivnéné LPS; 4) (-) = neovlivnéné MSC. Ukazan je jeden reprezentativni vysledek z péti opakovani.
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6.4 Invitro experimenty II - Rozs$ifené spektrum ovlivnéni MSC

Po ziskani vysledk( s patrnymi rozdily v plsobeni ovlivnénych MSC na proliferaci Spl
i jejich produkci cytokinl a lisicich se také ve svych migracnich schopnostech, jsme se roz-
hodli otestovat vedle zdkladnich jmenovanych latek (TGFB a LPS) téZ dalsi cytokiny a jiné

imunologicky aktivni latky.

6.4.1 Produkce NO mezenchymalnimi kmenovymi bunkami

MSC exprimuji funkéni TLR v podobnych hladinach jako makrofagy. Zajimali jsme se
tedy, jsou-li ligandy vybranych TLR, pfipadné které, schopné MSC aktivovat. V pfipadé mak-
rofagl ke hlavnim aktivacnim faktorem IFNy, ktery se v in vitro pokusech do systému pfida-
vda. Aktivace makrofagll je ndsledné stanovovana mirou produkovaného oxidu dusnatého

(NO).

Nejprve jsme urdili, je-li mozné méfit aktivitu/reaktivitu MSC na ligandy TLR dle ob-
dobného protokolu jako pro makrofagy a zaroven jsme stanovovali optimalni koncentraci
MSC pro dalsi pokusy. Oba typy bunék jsme stimulovali LPS, pfipadné LPS v kombinaci
s IFNy. Po 48h inkubaci jsme stanovili koncentraci vyprodukovaného NO v supernatantu.
Kombinace LPS a IFNy v MSC, stejné jako v makrofazich, vyrazné indukuje produkci NO. Pfi
nasledném zjistovani reaktivity MSC vUuci dalsim liganddm TLR jsme tedy mohli jako méfitko

vyuzit pravé produkci NO.

MSC byly inkubovany se sedmi odliSnymi ligandy TLR ve dvou rGznych koncentracich
téchto ligand(. Jelikoz bylo prokazano, ze MSC jsou v nékterych svych aktivitach stimulovany
IFNy, byl sledovan efekt ligandd TLR bud' v jeho pfitomnosti, nebo bez pfidavku IFNy do sys-
tému. Navic byly zatazeny jiz dfive zavedené LPS a TGFB (Obr. 13). AC se vétsSina pouZzitych
ligand(l prekryva ve své specifité vici TLR (pfevdzné se jednd o ligandy TLR2), jejich aktivacni
ucinek na MSC se lisil. Souéasné se reakce MSC detekovana zvySenim produkce NO induko-
vala aZ v pritomnosti IFNy. Pro dalsi experimenty jsme na zakladé tohoto pokusu vybrali dal-
Si dva ligandy TLR ucinné aktivujici reakci MSC, FSL-1 — ligand spoleény TLR2 a TLR6 a Pam3 —
ligand aktivujici drahy receptord TLR-1 a TLR-2.
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Obr. 13: Porovnani produkce NO MSC po stimulaci ligandy TLR. MSC byly stimulovany ligan-
dy TLR pfidanymi ve dvou rtznych koncentracich (viz. graf) a kazda tato dvojice byla bud nestimulo-
vana nebo s pfidavkem IFNy (IFN). Produkce NO byla stanovena Griessovou reakci ze supernatant(
odebranych po 48h a méfrena spektrofotometricky. Prezentovan je reprezentativni vysledek.

Chtéli jsme identifikovat ucinné modifikatory vlastnosti MSC, porovnali jsme proto
plUsobeni MSC v pritomnosti co nejvétsiho spektra latek. Vedle ligandd TLR jsme testovali
Skalu cytokint, které se také mohou v riznych fazich imunitnich reakci podilet na modulaci
vlastnosti MSC v jejich plsobeni a interakcich s dalsSimi bunécnymi typy. MSC byly tedy 24h
inkubovény v pfitomnosti LPS, TGFB, FSL-1, Pam3 nebo cytokinl IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-21, IFNy, TNFa, TGFB. V prvni fazi jsme sledovali vliv téchto latek

na MSC. Inkubovali jsme MSC bud pouze se jmenovanymi l[dtkami anebo s pfidanym IFNy

(Obr. 14).

Zadny z faktor sdm o sobé produkci NO v MSC nezvysil, naopak ji snizovaly. Za sou-
¢asné stimulace IFNy doslo k 2-3 nasobnému zvyseni produkce NO vlivem IL-1a, IL-1 a IL-6.
Také ligandy TLR, v nejvétsi mife LPS, v kombinaci s IFNy produkci mirné zvysily. Pfidavek
IFNy k neovlivnénym MSC a MSC ovlivnénym IL-2, 1L-4, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-21, TGFB
produkci NO potlacil.
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Obr. 14: Produkce NO MSC. Vedle kontrolnich (-) byly MSC ovlivnéné IL-1a/-1B/-2/-4/-6/-10/-12/
-15/-17/-21, IFNy, TNFa, TGFB, LPS, FSL-1 a Pam3. VSechny jednotlivé inkubace probihaly bud samo-
statné (-) nebo s pfidanym IFNy (IFN). Po 48hodinach byly odebrany supernatanty k analyze produk-
ce NO pomoci Griessovy reakce. Vysledky jsou vyneseny v procentudlnich zménach produkce NO

vztazenych na produkci neovlivnénymi MSC. Data predstavuji priiméry + standartni odchylky ze tfi
nezavislych opakovani.
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6.4.2 Viabilita mezenchymalnich kmenovych bunék

Jelikoz by snizena produkce NO, jakozto sledovaného aktivaéniho znaku mohla byt
zpusobena pripadnym toxickym efektem aplikovanych latek na MSC, otestovali jsme viabili-
tu MSC po ovlivnéni vySe zminénymi latkami, jak samotnymi, tak i v pfitomnosti IFNy. Za

pomoci testu s WST-1 jsme stanovili prezivani MSC v in vitro kulture (Obr. 15).

Stimulacéni cytokiny ¢astecné ovliviuji viabilitu MSC. SniZzena je u nestimulovanych
bunék vlivem IL-17, IL-21, IFNy, TGFB, FSL-1 a Pam3, pfi¢emZ nejvyraznéji snizenzuje viabilitu
MSC pridavek samotného TGFB. Nejlépe v kulture prezivaji MSC inkubované v pfitomnosti

IL-1a(-), IL-1B(-), IL-2(IFN), IL-6(IFN) a IL-12(IFN).

+ +
$___*

viabilita (%)

H nestimulovang W IFM

Obr. 15: Viabilita MSC. MSC byly ovlivnény cytokiny a ligandy TLR. Na posledni 4 hodiny
72hodinové inkubace bylo pfidano WST-1. Vysledky jsou vyneseny v procentualnich zméndch Zivot-
nosti bunék vztazenych na viabilitu neovlivnénych MSC. Data predstavuji priiméry + standartni od-
chylky ze dvou nezavislych opakovani. (*P < 0,05; ** P < 0,01)
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6.4.3 Produkce IL-6 mezenchymalnimi kmenovymi bunkami

Jednim z cytokin(, které MSC produkuji ve velkém mnozstvi, je IL-6. Zaméfili jsme se
tedy i na charakterizaci vlivli cytokint a ligandl TLR na jeho produkci (Obr. 16). Hladinu IL-6
vyrazné neméni IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-21 ani Pam3. VSechny ostatni cytokiny a ligandy
TLR, pfipadné i samotny IFNy hladinu vyprodukovaného IL-6 zvySuji, nejmarkantnéji IL-1a a

IL-1B spolu s IL-6 a LPS.
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Obr. 16: Produkce IL-6 mezenchymalnimi kmenovymi bunkami. MSC byly ovlivnény cytoki-
ny a ligandy TLR. Po 48h kultivace byly odebrany supernatanty pro analyzu produkce IL-6. Vysledky
jsou vyneseny v procentudlnich zménach vztaZzenych na produkci IL-6 neovlivnénych MSC. Data
predstavuji priméry + standartni odchylky ze tfi nezavislych opakovani. (*P <0,05; ** P <0,01)
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6.4.4 Inhibicni testy II

Poté, kdy jsme ovéfili, Ze zvolené spektrum imunologicky aktivnich latek méni vlast-
nosti MSC, pfistoupili jsme ke sledovani plsobeni ovlivnénych MSC na bunky imunitniho
systému. MSC byly po dobu 24h ovlivnény cytokiny a ligandy TLR. Abychom eliminovali
Ucast rezidudlnich molekul v médiu na ovliviiovani pfidanych bunék, kulturu MSC jsme po

24h oplachli, doplnili Cerstvym médiem a po dalSich 24h odebrali supernatanty.

Takto pripravené supernatanty jsme nasledné kultivovali se Spl, abychom zjistili je-
jich modulacni ucinek. Nejprve jsme se soustfedili na vlivy MSC na proliferaci Spl. Jelikoz
MSC produkuji velké spektrum rozpustnych molekul, vétSinu pokust jsme provadéli se su-

pernatanty ziskanymi z MSC po 24h od oplachu kultury.

Supernatanty z MSC byly pfidany ke Spl stimulovanym ConA a po 72h byla mérena
proliferace v jednotlivych systémech. Jak je patrné ze sumarniho grafu (Obr. 17), na inhibici
proliferace Spl se tedy rozpustné faktory produkované po 24h MSC do média podili pomér-
né velkou mérou. Zajimavy je vyraznéjsi supresivni efekt supernatantl z MSC, které byly
navic stimulovany IFNy. Naopak Zadnou inhibi¢ni schopnost nevykazovaly supernatanty

od MSC ovlivnénych IL-6(-), IL-10(-) a TNFa(-).
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Obr. 17: Inhibice proliferace Spl. Odebrané supernatanty z MSC ovlivnénych cytokiny a ligandy
TLR byly pfidany k Spl stimulovanym ConA. Na posledni 4 hodiny 72hodinové inkubace bylo ke Spl
pfidano WST-1. Vysledna mira proliferace byla mérena spektrofotometricky. Vysledky jsou vyneseny
v procentualnich zménach miry proliferace vztaZzenych na proliferacni aktivitu samotnych Spl stimu-
lovanych ConA (Spl+ConA). Data predstavuji priméry + standartni odchylky ze tfi nezavislych opako-
vani.
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6.4.5 Produkce cytokinti II

Jelikoz byl pozorovan supresivni vliv supernatantl z MSC na proliferacni potencidl
Spl, zajimali jsme se, bude-li se, a jak vyznamné, promitat i do funkcnich vlastnosti téchto
bunék. Sledovali jsme opét produkci cytokinl splenocyty kultivovanymi se supernatanty

z ovlivnénych MSC (Obr. 18).

Mezi vlivy (-) a (IFN) supernatantl na produkci IL-2 nebyly Zadné vyraznéjsi rozdily.
Vsechny faktory produkci IL-2 zvysily, nejvétsi stimulacni efekt byl pozorovan u IL-1a, IL-1B a

LPS, které navysily produkci IL-2 dvojndsobné.

Produkci IFNy vyznamné podporovaly predevsim supernatanty z MSC stimulovanych
timto cytokinem. Nejmarkantnéjsi nartst produkce IFNy byl pozorovan u Spl kokultivova-
nych s MSC ovlivnénych samotnym IFNy, pfipadné v kombinaci s IL-18 nebo LPS. Jedinym

supernatantem, ktery expresi IFNy ve Spl oproti (Spl+ConA) inhiboval, byl TGFB(-).

Produkce imunosupresivniho faktoru IL-10 byla nejvice podpofena v pritomnosti
supernatantd z MSC ovlivnénych kombinaci FSL-1(IFN), ale i dalSimi (IL-10, IL-12, LPS), opét

zejména za spoluucasti IFNy plvodné plsobiciho na MSC.
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Obr. 18: Produkce cytokinti splenocyty. Supernatanty z MSC ovlivnénych cytokiny a ligandy TLR
byly ptidany ke Spl stimulovanym ConA. Po 24h (IL-2), 48h (IFNy) nebo 72h (IL-10) byly odebrany
supernatanty k analyze produkce jmenovanych cytokinl. Vysledky jsou vyneseny v procentudlnich
zménach produkce cytokin vztazenych k produkci (Spl+ConA). Data predstavuji priiméry + stan-
dartni odchylky ze t¥i nezavislych opakovani. (*P < 0,05; ** P <0,01)
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6.4.6 Produkce NO a IL-10 makrofagy

Druhou populaci imunokompetentnich bunék, jejiz reakce na plsobeni MSC jsme
sledovali, byly makrofagy. Hlavni charakteristikou, kterd byva klasicky sledovdna jakoZto
odpovéd makrofagli na stimulaci, je produkce NO. V pfipadé aktivace alternativnim zpUso-
bem produkuji makrofagy zvysené hladiny IL-10. Vzhledem k tomu, Ze MSC, jak bylo ukaza-
no, uvoliuji v odpovédi na stimula¢ni agens NO, mohla by kokultivace MSC a makrofagt
interferovat pfi zjistovani jednostranné reakce mezi témito bunéénymi typy. Pouzili jsme
tedy kidentifikaci vlivu MSC na populaci peritonedlnich makrofagli opét supernatanty

z ovlivnénych MSC nestimulovanych (-) ¢i prestimulovanych (IFN).

V tomto schématu experimentu nebylo pozorovadno vyraznéjsi potlaceni produkce
NO makrofagy, kromé plsobeni supernatantu z MSC ovlivnénych TGFB (Obr. 19A). Ani neby-
ly identifikovany patrnéjsi odchylky mezi supernatanty(-) a (IFN). V pfipadé detekce IL-10
v systému, byly jiz rozdily markantné;jsi (Obr. 19B). Pfedevsim v pfitomnosti supernatantu(-)
dochazelo k potlaceni jeho exprese, naopak supernatanty pochdzejici z MSC ovlivnénych

IFNy produkci IL-10 relativné podporovaly.
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Obr. 19: Produkce NO a IL-10 makrofagy. Makrofagy byly kokultivovany se supernatanty z MSC.
Po 48h byly odebrany supernatanty pro detekci produkovaného NO pomoci Griessovy reakce (A). Po
72h byly odebrany supernatanty k analyze pfitomnosti IL-10 pomoci ELISA testu (B). Vysledky jsou
vyneseny v procentudlnich zménach produkce NO, resp. IL-10 vztaZenych k produkci (makrofagt

(M®) stimulovanych LPS a IFNy). Data predstavuji priméry + standartni odchylky ze tfi nezavislych
opakovani. (*P 0,05, ** P<0,01)
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7 Diskuze

MSC vykazuji vSeobecné uzndvané imunoregulacni vlastnosti, presto se leckdy v za-
kladnich experimentech dosahuje zcela protichlidnych vysledk(. Identifikace a podrobnéjsi
charakterizace interakci MSC se svym (ménicim se) okolim je tedy zcela nezbytnd. Nasim
cilem bylo specifikovat zplsob, kterym by bylo mozné podpofit imunosupresivni vlastnosti
MSC. Ovliviiovali jsme MSC spektrem latek nejriznéjsiho charakteru a nasledné analyzovali
jak samotné MSC a jimi modifikované supernatanty, tak i jejich vlivy na imunokompetentni

buriky.

Nejdfive jsme porovnali charakteristiky MSC izolovanych ze dvou rliznych tkani do-
spélého organismu, z kostni dfené (BM-MSC) a z tukové tkané (AT-MSC). BM-MSC byly do-
nedavna nejstudovanéjSimi zastupci heterogenni bunécné populace MSC, jelikoz byly jako
prvni popsany. Tukova tkan je vedle kostni dfené dalSim slibnym zdrojem téchto kmenovych
bunék, jelikoz se AT-MSC velmi snadno extrahuji a diky vyraznému prolifera¢nimu potencia-
lu jejich pocet kultivaci exponencidlné narista. Pravé ve svych proliferacnich schopnostech
AT-MSC prevysuji BM-MSC (Chung et al. 2012; Nakanishi et al. 2011; Zhu et al. 2006), coz
z nich spolu se snadnou a malo invazivni izolaci ¢ini pro klinické vyuZziti atraktivnéjsi zdroj.
Pro tyto vlastnosti jsme AT-MSC zacali vyuZivat v experimentech pfednostné. Museli jsme je
ale nejprve podrobit srovnani s BM-MSC v zakladnich charakteristikach, abychom mohli vy-
sledky povaZovat za relevantni. Analyzou povrchovych znakd pomoci priitokové cytometrie
jsme urcili, ze AT-MSC sdileji s BM-MSC nepfitomnost negativnich povrchovych marker(
CDA45, CD11b a MHCgpll. Jinymi autory byl téZ potvrzen shodny profil hlavnich pozitivnich
povrchovych znakl (Lee et al. 2004). AT-MSC maji i obdobné inhibi¢ni Gcinky na proliferaci
Spl jako BM-MSC (Obr. 5).

Uspédné jsme téz docilili diferenciace v adipocyty a buriky kostni tkané (Obr. 4) a
potvrdili tim charakter MSC (Friedenstein et al. 1966; Undale et al. 2009). Déle jsme se jiz

soustredili predevsim na studium inhibi¢nich a imunomodulacnich vlastnosti MSC.

VyuZitim stoupajicich pomérl Spl : MSC jsme potvrdili, Ze inhibi¢ni efekt MSC je kon-
centracné zavisly (Obr. 5, 7). Markantnéjsich supresivnich vysledk( se tedy docili pfitomnos-

ti vyssiho poctu MSC (napf. pomér Spl vicéi MSC 4 : 1). Takovychto koncentraci ale v in vivo
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systému neni fyziologicky nikdy dosazeno. Pro dalsi analyzy jsme zvolili vyssi pomér Spl

k MSC (25 : 1), pfi némz bylo stdle mozné vliv MSC na ostatni buriky pozorovat.

Pro modulaci vlastnosti MSC jsme pouzili spektrum cytokind, které se mohou vysky-
tovat v okoli probihajici imunitni odpovédi (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-
17, IL-21, IFNy, TNFa, TGFB) a rGzné ligandy TLR (LPS, FSL-1, Pam3). S témi jsme MSC prein-
kubovali a nasledné jsme testovali samotné MSC na zmény v aktivitach indukované zminé-

nymi faktory, ale i schopnosti téchto MSC modulovat imunitni odpovédi Spl a makrofagua.

Vlastnosti mezenchymalnich kmenovych bunék. V pfitomnosti IFNy byla
zejména vlivem hlavnich kostimuldtor( imunitnich reakci IL-1a, IL-1B a jim funkéné pfibuz-
ného IL-6 v MSC vyrazné indukovana produkce NO (Obr. 14). NO je povaZovan za jeden z
produktl MSC, kterym mohou inhibovat aktivaci T lymfocytl (Sato et al. 2007). Prozanétlivé
prostfedi v MSC muUzZe indukovat expresi MHCgp a dalsi pomérné radikalni fenotypové a
nasledné i funkéni zmény (Stagg et al. 2006), které komplexné vedou k aktivaci imunoregu-
la¢nich vlastnosti MSC. IFNy v kombinaci s kostimulatory imunitnich reakci v (in vitro) systé-
mu muZe simulovat zanétlivé prostredi, do kterého jsou v in vivo podminkach MSC atraho-
vany (Ponte et al. 2007; Ruster et al. 2006). JelikozZ jsou tyto latky produkovany bud’ postize-
nou tkani nebo burikami imunitniho systému, které jiz v daném misté zasahuiji, je jejich pfi-
tomnost zvySena predevsim ve druhé, vykonné fazi imunitni odpovédi. V reakci na IL-1a, IL-
1B nebo IL-6 za spolulcasti IFNy dochazi tedy v MSC k indukci signalnich drah, které svymi
produkty utlumi probihajici reakci a MSC se tak podili na jejim ukonceni. Jednim vystupem
této signalizace je pravé i nami pozorovana sekrece NO, dale byly popsany indukované pro-
dukce IDO (Meisel et al. 2004) nebo PGE, (Duffy et al. 2011), solubilnich faktora spolupodile-

jicich se na supresivnim vlivu MSC na prozanétlivou populaci imunitnich bunék.

IL-1a, IL-1B a IL-6 v MSC indukuji téZz expresi IL-6 (Obr. 16), tentokrat ale i
v nepfitomnosti IFNy. IL-6 produkovany v misté zanétu imunitnimi burikami (Pevsner-Fischer
et al. 2007) mlze pUsobit jako autokrinni cytokin a podporovat tak svou vlastni produkci.
MSC jej soucasné samovolné produkuji i bez stimulace zanétlivym okolim (Haynesworth et
al. 1996), coz v pritomnosti IL-1a nebo IL-1B mUze MSC postacovat jako aktivacni signal o

potencidlni imunitni reakci a podpofit tak mechanismem pozitivni zpétné vazby dalsi expresi
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IL-6. Pokud navyseni produkce IL-6 v MSC neni zavislé na IFNy, hovofi to pro ¢asnost tohoto
déje v imunitni odpovédi. Tedy produkce imunostimulaéniho IL-6 MSC je in vivo pravdépo-
dobné soucasti Cerstvé se rozvijejici reakce v ndsledku bezprostfedné rozpoznaného nebez-
pedi. Infikovana ¢i poranéna tkan jesté nezacala produkovat IFNy, ani v misté nejsou pfi-
tomné bunky imunitniho systému za jeho produkci zodpovédné a vyskytnou-li se MSC
v takovémto prostiedi, tak svou produkci IL-6 imunitni odpovédi podporuji. Naopak je-li pro
indukci syntézy NO, ktery ma supresivni U¢inky na T bunky, vyzadovdna pfitomnost IFNy,
napodobuje to pozdé;jsi udalosti odehravajici se v misté imunitni reakce a MSC se tak podile-
ji na utlumeni aktivity bunék, které by mohly v ptipadé patologie prehnanou ¢i déletrvajici

reakci organismus poskodit.

Ligandy TLR, LPS a FSL-1, v MSC také mirné podpofily produkci NO (Obr. 14). Prede-
v$im ale ligandy TLR vyrazné indukovaly expresi IL-6 (Obr. 16, Obr. 9). JakoZto molekuly od-
vozené od bakteridlnich patogen Siti se ligandy TLR v pfipadé infekce z centra imunitni re-
akce, kterou vyvolavaji. MSC tedy v odpovédi na detekovanou pfitomnost patogent aktivuji
produkci IL-6, kterym podporuji aktivitu imunitnich bunék. LPS vedle produkce IL-6 také v
MSC zvysuje expresi chemokinl a soucasné podporuje jejich migraci (Tomchuck et al. 2008).
Naslednd zvySena vazba ligandl na povrchovy TLR snizuje schopnost migrace i diferenciace
téchto bunék (Pevsner-Fischer et al. 2007). MSC tak v misté zanétu zlstavaji a samy mohou
atrahovat a aktivovat dalsi buriky sekretovanymi chemokiny (Romieu-Mourez et al. 2009).
Potlacdenim diferencia¢nich schopnosti MSC se soucasné v misté zanétu brani vzniku neza-
danych struktur. Pravé ligandy TLR se tedy mohou vyznamné podilet na povolavani MSC do

mist zanétu a poranéni.

Schopnosti migrace MSC po gradientu ligandl TLR by bylo mozné vyuzit v terapeu-
tickych postupech. Mohla by se provést farmakologicka in vitro modulace vlastnosti MSC
kombinaci IFNy a ligandu TLR, ¢imzZ by se posilily APC vlastnosti MSC (navyseni MHCgp) a po
vakcinaci ovlivnénymi MSC se vytvofilo v pozadovaném misté pfislusné prozanétlivé milieu,
napt. pravé produkci IL-6 (Romieu-Mourez et al. 2009). A jelikoZ jsou MSC pravdépodobné
schopné reagovat na ménici se okoli a podle néj modulovat své vlastnosti, mohly by nasled-

né imunitni reakci v pozadované chuvili i ukoncit.
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Mezenchymalni kmenové bunky a splenocyty. Pozménéné funkéni viastnosti
MSC vlivem poutZitych ligand( bylo moZné transferovat i do interakci s dalSimi burikami. Pre-
inkubace MSC s cytokiny a ligandy TLR ovlivnila inhibi¢ni ucinky MSC na proliferaci Spl. Po-
moci proliferacniho testu s WST-1 neni moZné méfit proliferaci Spl v kultufe s MSC, jelikoz
MSC jsou vyrazné vétsi buriky s Umérné vysSim mnoiZstvim enzymu, jehoZ aktivita se
s vyuZitim WST-1 méfi. Bez inhibi¢niho efektu se projevily supernatanty(-) ziskané po ovliv-
néni MSC IL-6, TNFa, ale téz IL-10 (Obr. 17). TNFa je také prozanétlivy cytokin ucastnici se
pocatecnich déjl rozvoje imunitni odpovédi, neni tedy zadouci, aby v reakci na jeho zvyse-
nou koncentraci byla imunitni odpovéd ihned potlacovdna. Vyraznéjsi inhibi¢ni schopnosti
byly pozorovany se supernatanty(IFN), coz koreluje se vznesenou hypotézou o ¢asnych a
pozdnich fazich odpovédi, kdy by jiz mél byt problém vyfesen a je tedy mozné imunitni re-

akci utlumit.

V in vitro experimentech je nékdy obtizné nastavit poméry a koncentrace tak, aby byl
kyzeny efekt jesté detekovatelny, zaroven, aby se uméle vytvoreny systém co nejvice podo-
bal situacim in situ. Kupfikladu sledovani migrace MSC za ligandy TLR, které je in vivo inicio-
vano v kostni difeni nebo dalsich zdrojovych organech, kam se ale signdl dostava z periferie,
by mélo v experimentech odpovidat pravé situaci (hodnotam), kdy jsou MSC pfitomny ve
své domovské tkani (BM) (Waterman et al. 2010). Faktory, jimiz se in vitro modifikuji vlast-
nosti MSC, by se mély co nejvice pfibliZovat Urovnim, se kterymi se MSC mohou setkat in
vivo. Snazili jsme se proto alespon c¢astecné pfrizplsobit pomér reaktivnich Spl vici MSC (z
plavodnich 4 : 1 na 25 : 1), tim mohl nasledné byt ddn mirnéjsi inhibi¢ni efekt nez v pilotnich
experimentech. Nizsi uc¢innost inhibice v sekundarnich inhibi¢nich testech mlze byt dana téz
spoluudasti pfimého bunééného kontaktu na supresi proliferace aktivovanych Spl, ke které-

mu nemohlo vlivem pouziti samotnych supernatantt z MSC dochazet.

Pomoci ELISA testu jsme mohli detekovat rozdilné koncentrace cytokind exprimova-
nych po interakci Spl se supernatanty z MSC (Obr. 18). Produkce IL-2 byla vici referenéni
hodnoté navysena v pfitomnosti supernatantli MSC plvodné ovlivnénych IL-1a, IL-1pB, IL-2,
IL-10 anebo TNFa. IL-2 je autokrinni ristovy faktor Thl bunék a jako takovy je zvySovan
v pfitomnosti/vlivem prozanétlivichych (TNFa) a kostimulacénich (IL-1a, IL-1B) cytokin(. Dale

je jeho produkce podporovana i IL-6, jehoZ exprese byla v MSC navysena stejnymi cytokiny.
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Vliv MSC na Spl se tedy, pravdépodobné skrze produkovany IL-6 ale i dal$i molekuly induko-

vané primarni preinkubaci, prfenasi skrze rozpustné faktory.

Produkce IFNy i IL-10 je na rozdil od IL-2 vyrazné ovlivnéna supernatanty z bunék
preinkubovanych s IFNy. V ptipadé IFNy se mliZe jednat opét o pozitivni zpétnovazebnou
smycku. Pripadné opravdu jeho vlivem doslo k indukci APC-vlastnosti v MSC a jimi naprodu-
kované rozpustné faktory (IL-6, TNFa) v simulaci inflamatorni reakce (Tomchuck et al. 2008;
Waterman et al. 2010) ndasledné ve Spl sekreci IFNy indukovaly, popfipadé navic podpofily
vznik prozanétlivé subpopulace Th17 lymfocytl (Svobodova et al. 2012). Za pozorovany
efekt by ale ptipadné mohl byt zodpovédny nedostate¢né vymyty IFNy, kterym byla kultura
MSC ovlivnéna, jenz se ndsledné mohl uvolnit do supernatantu prendseného ve zminéném

pokusu.

Poté by se totiz mohl v pozorované indukci IL-10 uplatfiovat takovy mechanismus, Ze
MSC vlivem IFNy prechazeji do protizanétlivé formy, kterd ma za ukol ukon¢it imunitni reak-
ci a supernatanty(IFN) tak obsahuji imunologicky aktivni latky podporujici v Spl produkci IL-
10, faktoru inhibujiciho sekreci ostatnich cytokini (Krampera et al. 2006). A MSC by tedy

skrze indukci IL-10 v Spl (podporenim Th2 subpopulace) aktivovaly utlumeni reakci.

Mezenchymalni kmenové builkky a makrofagy. V mnoha ohledech se MSC a
makrofagy sobé navzajem podobaji. Obdobné, jako byly zavedeny dva typy makrofagu, pro-
zanétlivé M1 a regulacni M2, tak jsou nékterymi autory déleny i MSC na MSC podporujici
zanétlivou odpovéd (MSC1) a MSC tlumici imunitni reakce (MSC2) (Waterman et al. 2010).
Tak jako MSC, mohou funkce T bunék také makrofagy regulovat produkci NO (Sato et al.

2007). Analogické jsou i jejich odpovédi na imunostimulacni, resp. imunosupresivni vlivy.

Z Obr. 19B shrnujiciho produkci IL-10 makrofagy je patrné, Ze prozanétlivy TNFa ale i
NO (Obr. 19A) nebyly pozorovany zadné markantnéjsi rozdily, predpokladame tedy, Ze na
produkci kazdého z téchto faktorl makrofagy se podileji odlisné typy interakci mezi nimi a
MSC. Vliv solubilnich faktor( na indukci NO je pravdépodobné minoritni a vétsi vyznam zde

hraje bunécny kontakt, pripadné parakrinni komunikace téchto bunék. Naopak exprese IL-
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10 muzZe byt do znacné miry ovliviiovana pravé sekretovanymi molekulami produkovanymi
MSC a to zejména po jejich stimulaci prozanétlivymi faktory. To by podporovalo hypotézu,
Ze MSC smétuji vyvoj v M2, tedy regulacni makrofagy (Barminko et al. 2011; Kim and
Hematti 2009). Nase vysledky naznacuji, Zze by se mohly MSC na této indukci podilet samo-
statné, je ale téZ moziné, Ze v in vivo systému podporuji vznik makrofagl M2 skrze Treg bun-
ky. U nich byla tato schopnost prokazana (Liu et al. 2011a), a jelikoZz MSC podporuji diferen-
ciaci vTreg lymfocyty zThO prekurzori (Ghannam et al. 2010; Selmani et al. 2008;

Svobodova et al. 2012), mohly by regulacni charakter v makrofazich indukovat také skrze né.

Témito dil¢imi pokusy jsme potvrdili, Ze je mozné nékteré imunoregulacni vlastnosti
MSC prenést spolu se supernatanty. Toho by bylo mozné vyuzit i v klinické praxi, kde by
predevsim v pfipadé vyuzivani AT-MSC, obtiznéji tvoticich jednobunéénou suspenzi, mohlo

hrozit riziko embolii (Kubo et al. 2012).

Mezenchymalni kmenové bunky v in vivo schématech. Do in vivo pokusl jsme
zatim prevedli pouze zakladni schéma ovlivnéni MSC. A¢ jsme predpokladali, Ze nejvétsi
imunoregulacni potencial bude v MSC ovlivnénych TGFB, mnohem lépe a vice s imunitnimi
odpovédmi a i migracnimi schopnostmi interagovaly MSC po preinkubaci s LPS. LPS vykazuje
vétsi vliv na MSC nez TGFB jak v prolifera¢nich testech (Obr. 10A), tak i v posunu poméra
indukovanych Treg a Th17 (Obr. 10B, C). Vysvétleni mzZe byt vicero. Bunnky mohou i v in vivo
systému prezivat po ovlivnéni LPS |épe neZ po inkubaci s TGFB (in vitro Obr. 15). Soucasné
muzZe dochazet k odliSnému vychytavani bunék v tkanich a organech. MSC(TGF) byly ve vy-
razné vyssi koncentraci identifikovany v tfiselné uzliné (Obr. 12E). JelikoZ se jedna o spado-
vou uzlinu po intravendzni aplikaci do ocasni Zily, nemusely v dostate¢né mife doputovat do
dalSich organu (slezina, kozni poranéni). Oproti tomu, jak bylo fec¢eno, ligandy TLR v nizkych
koncentracich migraci MSC podporuji, ve vysokych naopak utlumuji (Pevsner-Fischer et al.
2007). Preinkubace MSC s LPS v nizsich koncentracich tedy mohla nejprve jejich migraci do
raznych tkani podpofit. V misté simulovaného poranéni (Obr. 12D) byl pfidan LPS ve vysSim
mnozstvi, coz mohlo nasledné MSC(LPS) v této lokalité zakoncentrovat. Eventualné by MSC
mohly byt k ligandlm TLR citlivéjsi nezli k TGFB, ktery samy spontdnné v malé mife uvolfiuji

do svého okoli a tedy vi¢i nému mohou byt do jisté miry imunni.
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Je patrné, Ze se v ptipadé funkci MSC v imunitnich déjich neda striktné mluvit o imu-
nosupresivnim chovani. MSC vyhodnocuji ziskané signdly a reaguji na aktualni vyvoj, podle
néhoz voli svou formu odpovédi. Zatimco mezi imunitnimi burikami podporuje poranéni Ci
infekce vznik prozanétlivych forem, v MSC takto narusend rovnovdha indukuje expresi tlu-
mivych faktord, ¢imzZ s leukocyty interferuji. Velmi vyrazné ale zdlezi na kontextu, i drobné
nuance mohou charakter odpovédi diametralné ménit. Az do primarni aktivace vykazuji
MSC imunosupresivni vlastnosti, aktivaci se jejich funkcni charakter ale méni. Nasledné je
pak v rliznych fazich imunitni odpovédi mozné identifikovat odlisné formy MSC (Waterman
et al. 2010). MSC1, jakozZto ¢len ¢asné odpovédi na poranéni, atrahuje bunky imunitniho
systému a vylucuje prozanétlivé faktory. Oproti tomu forma MSC2 je zapojena do pozdni
reparacni (tlumivé) odpovédi a jeji ucinky jsou pravé takové (Waterman et al. 2010). Druha
faze imunitni odpovédi, charakteristickd zvySenou pritomnosti IFNy v systému, hlavniho
cytokinu produkovaného Thl, CTL, NK burikami, podnécuje v MSC expresi IDO, PGE,, NO a
dalSich latek, ¢imz se podporuji jejich imunosupresivni, MSC2, schopnosti (Krampera et al.
2006). Tento predpoklad by bylo moZzné potvrdit izolaci MSC z in vivo systému v rlznych

fazich imunitni odpovédi a porovnanim jejich fenotypa.
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MSC izolované z tukové tkané (AT-MSC) se svymi vlastnostmi vyznamné podobaiji
bunikdm extrahovanym z kostni difené (BM-MSC). Kultivovand populace AT-MSC
o Cistoté 95 % vykazuje inhibi¢ni Gcinky a je schopnd diferencovat v bunky kostni a

tukové tkaneé.

Ucinek MSC je zavisly na mnoZstvi téchto bunék v systému. Na inhibi¢nich schopnos-
tech se podili bunéény kontakt, souc¢asné jsou imunoregulacéni vlastnosti MSC do ur-

¢ité miry prfenosné v supernatantech pochazejicich z kultivovanych MSC.

MSC produkuji vysoké hladiny imunologicky relevantnich faktor( IL-6 a NO. Produkce
téchto imunoregula¢nich mediatord MSC je ovlivnéna prostfedim, ve kterém jsou
kultivovany. Zmény v produkci ndasledné ovliviuji inhibi¢ni vlastnosti MSC. Funkce
MSC ovliviuji zejména imunostimulacni IL-1a, IL-1B, IL-6 a LPS a supresivni TGFp. P{-

sobeni faktort na MSC se méni vlivem IFNy.
Ligandy TLR podporuji migraci MSC. Bunky ovlivnéné LPS nejuspésnéji migruji do

mista poranéni, ale i do dalSich tkani a organ(. Zaroven ucinné posouvaji pomér

Treg/Th17 ve prospéch Treg.
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