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Abstrakt 

Mezenchymální kmenové buňky (MSC) jsou heterogenní populací stromálních buněk vyka-

zující pluripotentní diferenciační potenciál. Mohou být izolovány z mezodermálních tkání, 

jako jsou kostní dřeň, tuková tkáň, pupečníková a periferní krev a díky své schopnosti adhe-

rovat k plastovým povrchům se dají snadno externě namnožit. Tyto buňky vykazují význam-

né imunoregulační vlastnosti, suprimují funkce T-, B- a NK-buněk, komunikují také 

s dendritickými buňkami a ovlivňují tak imunitní reakce během hojení a regenerace poško-

zené tkáně. Navíc byla prokázána migrační schopnost MSC do míst zánětu a poranění. Pro 

všechny tyto vlastnosti jsou MSC velmi slibným nástrojem pro klinické aplikace.  

Naším primárním cílem bylo identifikovat postupy, kterými by bylo možné podpořit imuno-

regulační vlivy MSC. Za tímto účelem jsme vytvořili schéma sestávající z in vitro preinkubace 

MSC s různými cytokiny a ligandy toll-like receptorů (TLR), s úmyslem připravit MSC s lepším 

terapeutickým účinkem při hojení poranění in vivo. Sledovali jsme změny ve vlastnostech 

MSC a následně i rozdílné působení takto ovlivněných MSC na buňky imunitního systému.  

Imunosupresivní vlivy MSC jsou do velké míry zprostředkovány solubilními faktory, jejichž 

produkce se v MSC indukuje kontaktem s cílovými buňkami. Uvádí se, že v inhibičních funk-

cích MSC hrají roli oxid dusnatý (NO), interleukin (IL-) 6 a další mediátory produkované po 

aktivaci těchto buněk. Exprese rozpustných molekul také závisí na okolním prostředí. Ukazu-

jeme, že vlivem prozánětlivých (IL-1, IL-2, IFNγTNFα) nebo protizánětlivých (TGFβ, IL-10) 

cytokinů dochází ke změnám v produkci NO, IL-6 a IL-10. Jelikož tyto změny mohou modifi-

kovat diferenciaci naivních buněčných populací v regulační či prozánětlivé fenotypy, porov-

nali jsme vlivy supernatantů z MSC ovlivněných spektrem cytokinů a specifických ligandů na 

populaci splenocytů (Spl) a makrofágů. 

Z našich výsledků usuzujeme, že MSC se významně podílejí na vývoji imunitních reakcí. Ak-

tivně migrují do míst poranění nebo infekce a napomáhají rekrutovat imunitní buňky. Jsou 

ale také schopné suprimovat jejich imunitní odpověď a podporovat regeneraci poškozené 

tkáně. Aktivita MSC je silně ovlivněna okolním mikroprostředím. Za účelem podpoření jejich 

terapeutického potenciálu tak mohou být ke zlepšení imunoregulačních vlastností použity 

specifické faktory. Lepší porozumění MSC může napomoci při vývoji nových terapeutických 

postupů. 

 

Klíčová slova: Mezenchymální kmenové buňky, 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, IFNγTNFα) or antiinflammatory (TGFβ, IL-10) cytokines. These 

changes can influence differentiation of naïve 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 
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1 Seznam zkratek 

 

Ab  Protilátky (Antibodies) 

APC  Buňky prezentující antigen (Antigen presenting cells) 

AT-MSC Mezenchymální kmenové buňky izolované z tukové tkáně (Adipose tissue 

mesenchymal stem cells) 

BCGF   Růstový faktor B buněk (B cell growth factor)  

BM-MSC Mezenchymální kmenové buňky izolované z kostní dřeně (Bone marrow 

mesenchymal stem cells) 

CD  Diferenciační antigen (Cluster of differentiation) 

CTL  Cytotoxický T lymfocyt (Cytotoxic T lymphocyte) 

DC  Dendritické buňky (Dendritic cells) 

ddH2O  Deionizovaná voda 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle's medium 

dNTP  deoxyribonukleotidtrifosfáty (deoxyribonucleotide triphosphate) 

EDTA   Ethylendiamintetraoctová kyselina (Ethylendiamintetraacetic acid) 

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay 

ESC  Embryonální kmenové buňky (Embryonic stem cells) 

FCS  Fetální telecí sérum (Fetal calf serum) 

FITC  Fluorescein isothiokyanát (Fluorescein isothiocyanate) 

FoxP3  Forkhead box P3 

FSL-1  Syntetický diacylovaný lipoprotein 

G-CSF  Granulocytární faktor stimulující kolonie (Granulocyte-colony stimulating 

  factor) 

GF  Růstový faktor (Growth factor) 

GFP  Zelený fluorescenční protein (Green fluorescent protein) 

GvHD  Nemoc spojená s reakcí štěpu proti hostiteli (Graft versus host desease) 

HGF  Hepatocytární gůstový faktor (Hepatocyte growth factor) 

HLA-G5 Lidský leukocytární antigen G5 (Human leukocyte antigen G5) 

HSC  Hematopoetické kmenové buňky (Hematopoetic stem cells) 

HSP  Protein teplotního šoku (Heat-shock protein) 

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

IL  Interleukin  

iNOS  Inducibilní NO syntáza (Inducible NO synthase)  

LPS  Lipopolysacharid (Lipopolysaccharide) 

M-CSF  Monocytární faktor stimulující kolonie (Monocyte-colony stimulating factor) 

MHCgp Glykoprotein hlavního histokompatibilního komplexu (Major 

  histocompatibility complex glycoprotein)  

MSC   Mezenchymální kmenové buňky (Mesenchymal stem cells) 

NO  Oxid dusnatý (Nitric oxide) 

Pam3  Lipopeptid z Gram-pozitivních bakterií 

PCR  Polymerázová řetězová reakce (Polymerase chain reaction) 

PGE2  Prostaglandin E2 

PE  Fykoerythrin (Phycoerythrin) 

PBS  Fosfátový pufr (Phosphate buffered saline) 

rcf  Relativní centrifugační síla (Relative centrifugation force) 

Rorγt  Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor γt 

RPMI  Roswell Park Memorial Institute medium 

RT-PCR  Reverse transcription polymerase chain reaction 

Spl  Slezinné buňky (Splenocytes) 

TCR  T buněčný receptor (T cell receptor) 

TGF  Transformující růstový faktor (Transforming growth factor) 

TLR  Toll-like receptor 

TNF  Faktor nekrotizující nádory (Tumor necrosis factor) 

VEGF  Vaskulo-endoteliální růstový faktor (Vascular-endothelial growth factor) 
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2 Úvod 

 Mezenchymální kmenové buňky (MSC) jsou jedním z typů kmenových buněk přiro-

zeně se vyskytujících v lidském organismu. MSC jsou multipotentní, mohou se tedy opako-

vaně dělit a diferencovat v různé buněčné typy mezodermálního původu, ale jsou schopné 

též transdiferencovat v buňky pocházející původně z jiných zárodečných listů. Jedná se o 

heterogenní buněčnou populaci vyskytující se v různých orgánech. Jejich izolace z kostní 

dřeně nebo z tukové tkáně a následná in vitro expanze v plastikových kultivačních lahvích je 

velmi snadná, a činí z nich tak poměrně nenáročný objekt studia.  

 V organismu mají MSC řadu funkcí. Primárně jsou přítomny v kostní dřeni, kde spolu-

vytváří příhodnou niku pro hematopoetické buňky. Dále jsou po in vivo aplikaci schopné 

migrovat do míst poranění, regulovat rozvíjející se imunitní reakce a napomáhat reparaci a 

regeneraci poškozené tkáně. Současně jsou MSC výrazně méně imunogenní než ostatní bu-

něčné typy, což z nich činí slibný nástroj pro terapeutické využití v různých odvětvích. 

 Terapie pomocí kmenových buněk je v posledních letech jedním z nejvíce se rozvíje-

jících odvětví experimentální medicíny, které již vstoupilo do klinické praxe. MSC se v sou-

časnosti začínají využívat např. pro podpoření ujetí kostně-dřeňového transplantátu. Uvažu-

je se o jejich zapojení do léčebných postupů po infarktu myokardu, ale též jakožto potenci-

álního reparačního agens po úrazech míchy. Díky všem svým vlastnostem a skutečnosti, že 

jsou MSC v organismu přítomny až do dospělosti, v sobě MSC skýtají potenciál využití 

v podobě autologních štěpů, čímž by se snížilo riziko nežádoucích odpovědí po dané léčbě. 

 Cílem této práce je zjistit, jakými vlivy by bylo možné imunomodulační a migrační 

schopnosti MSC ještě více podpořit a dosáhnout tak účinnější regulace imunitní odpovědi. 

Dále porovnává vlastnosti MSC izolovaných z různých zdrojových tkání. To vše je studováno 

v in vitro a in vivo pokusech s využitím myšího modelu.   
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3 Cíle práce 

 MSC jsou studovány zejména pro své schopnosti regulovat imunitní odpovědi. Po-

stupně jsou popisovány interakce mezi MSC a buňkami imunitního systému i mechanismy, 

kterými MSC tyto buňky ovlivňují. V průběhu těchto interakcí dochází k modulacím vlastnos-

tí obou komunikujících stran, o účincích imunokompetentních buněk a imunologicky aktiv-

ních látek na MSC ale prozatím není známo mnoho.  

 Cílem naší práce bylo nejprve srovnat vlastnosti MSC izolovaných z kostní dřeně a 

tukové tkáně. Následně jsme chtěli porovnat působení pro- a protizánětlivých mediátorů na 

MSC a určit postupy, kterými by bylo možné podpořit jejich imunomodulační účinky. Za tím-

to účelem jsme studovali vlivy faktorů, které se účastní imunitních reakcí, abychom mohli 

vysledovat tendence MSC v průběhu imunitní odpovědi. Na in vivo modelu jsme poté chtěli 

porovnat migrační schopnosti MSC kultivovaných v přítomnosti těchto mediátorů.  
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4 Literární přehled 

4.1 Objev, původ a základní charakteristiky mezenchymálních kmenových 

buněk 

 Mezenchymální kmenové buňky (MSC) jsou jednou z populací kmenových buněk 

dospělého organismu. Jsou definovány kombinací svých morfologických, fenotypických a 

funkčních vlastností, jelikož nenesou žádný specifický znak (marker), na základě něhož by je 

bylo možné jednoznačně odlišit od zbylých buněčných populací.  

4.1.1 Objev a první izolace mezenchymálních kmenových buněk 

 Zcela původně byly MSC charakterizovány jako buňky fibroblastického tvaru přítom-

né v kostní dřeni a schopné adherovat na plastový povrch (Friedenstein et al. 1992; 

Friedenstein et al. 1966). Zastoupení MSC v kostní dřeni je odhadováno na pouhých 0,01 – 

0,001 % (Pittenger et al. 1999), pro jejich izolaci je tedy nutné odstranit hematopoetické a 

další prekurzory a populaci MSC v kultivační lahvi tak relativně obohatit. Právě využití 

schopnosti MSC adherovat je stále jednou ze základních  selekčních metod.  Takto získaná 

kultura se následně velmi rychle amplifikuje a zbavuje neadherentních buněk opakovaným 

oplachem a přenosem na nové kultivační médium (pasážováním).  

4.1.2 Diferenciace mezenchymálních kmenových buněk 

  Potenciál kmenových buněk byl již od samotného postulování jejich existence, a 

neméně pak po jejich objevení v sedmdesátých letech, velmi vysoce ceněn. Největší zájem 

vzbuzovaly embryonální kmenové buňky (ESC) schopné vytvářet buňky všech zárodečných 

listů. Touha po vědeckém poznání je každým objevem posunuta do sféry hledání a nalézání 

využití těchto objevů klinické praxi. Hned v počátku výzkumu lidských ESC ale věda zafungo-

vala jako sebekritický subjekt a významně jej omezila (z etických, ale i dalších důvodů). To 

podpořilo snahu nalézt co nejvhodnější ekvivalent, který by se svými vlastnostmi ESC co nej-

více přibližoval. Kmenové buňky dospělého organismu ale od ESC odlišuje právě především 

omezená diferenciační schopnost, tedy tvorba buněk odvozených většinou pouze z jednoho 

zárodečného listu.   

 MSC, ontogeneticky pocházející mezodermálního zárodečného obalu, jsou kromě 

adhezivních vlastností a fibroblastického tvaru charakterizovány také schopností diferenco-

vat v buňky mezodermálního původu. Primárně to jsou adipocyty, osteoblasty a chondrocy-
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ty (Friedenstein et al. 1966; Gronthos et al. 1994; Undale et al. 2009). Následně se ale ukáza-

lo, že diferenciační potenciál MSC je výrazně větší, a tvoří tak jednu z výjimek mezi kmeno-

vými buňkami dospělého organismu. Pod vlivem definovaného koktejlu růstových a dalších 

faktorů jsou totiž MSC schopny vytvářet buňky dalších zárodečných listů (transdiferencovat), 

buňky neuroektodermálního a endodermálního charakteru (Song and Tuan 2004; Uccelli et 

al. 2008). Tato poměrně ojedinělá vlastnost zájem o MSC a jejich využití v klinické praxi dále 

prohlubuje. 

 

 

 

Obr. 1: Schématické zobrazení diferenciačních a transdiferenciačních schopností mezen-

chymálních kmenových buněk. MSC, poprvé izolované z kostní dřeně, mají kromě potenciálu 

udržovat svou populaci a proliferovat, schopnost diferencovat v různé buněčné typy mezodermu 

(stromální buňky, chondrocyty, adipocyty, osteoblasty) a transdiferencovat v buňky zbylých dvou 

zárodečných listů (neuroektodermální – epiteliální buňky, neurony; endodermální – myoblasty, ja-

terní a ledvinné buňky). Převzato z Uccelli a kol. 2008.  
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4.1.3 Fenotyp mezenchymálních kmenových buněk  

 MSC byly poprvé izolovány z kostní dřeně. Vzhledem k absenci markeru specifického 

pro MSC, byla snaha je vymezit vůči ostatním kostně dřeňových buněčným populacím. Ne-

gativně fenotypicky definovány jsou MSC vůči krevním buňkám a jejich progenitorům, 

s nimiž tuto svou niku sdílí (Muguruma et al. 2006). Naopak pozitivní jsou MSC zejména na 

četné typy adhezivních molekul, které jsou zodpovědné za adherentní fenotyp MSC (Conget 

and Minguell 1999).  

 Mezi základními povrchovými charakteristikami, které jsou na MSC přítomny, bývají 

uváděny diferenciační antigeny (cluster of differentiation, CD) CD44, CD90 (adhezivní mole-

kuly), integrin CD29 (jindy nazýván very late antigen 4, VLA-4), nízkoafinitní receptor pro 

transformující růstový faktor β (transforming growth factor β, TGFβ; CD105) nebo též povr-

chová peptidáza CD13. Na MSC je přítomen též kostně dřeňový marker STRO-1. MSC naopak 

neexprimují, a jsou tedy negativně specifikovány, povrchovými molekulami CD45, CD34, 

CD31, CD11b (leukocytární, resp. hematopoetické a endoteliální antigeny) nebo CD14 (slož-

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

4.1.4 Zdroje mezenchymálních kmenových buněk 

 Postupujícím studiem v oblasti kmenových buněk různých orgánů byl zjištěn výskyt 

buněk s obdobnými vlastnostmi a fenotypem, jako mají MSC, i v jiných tkáních dospělého 

organismu, než je kostní dřeň. Po podrobnější analýze byly tyto buňky skutečně zařazeny 

mezi MSC, jelikož splňovaly základní charakteristiky jim připisované. Dalšími zdroji, z nichž je 

tedy v současnosti možné MSC izolovat, jsou tuková tkáň, játra, plíce, kosterní svalstvo a 

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

 MSC byly vyizolovány i ze zárodečných, resp. fetálních tkání a orgánů, jako je žlout-

kový váček, slezina, játra, zárodečná kostní dřeň a dále placenta, pupečník či pupečníková 

krev (Campagnoli et al. 2001; Kern et al. 2006; Li et al. 2007). Z toho je patrné, že postupem 

času a poznání začal pojem „MSC“ zahrnovat poměrně různorodou populaci multipotent-

ních buněk organismu. 

 Očekávalo by se, že se jednotlivé tkáňové subpopulace budou svými vlastnostmi lišit 

(Javazon et al. 2004). Jistá nesourodost mezi subtypy MSC panuje, nicméně povětšinou není 
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zásadního funkčního rázu. Leckdy tak mohou být pozorované diskrepance následkem ne-

konzistentnosti pracovních postupů či zdrojových organismů – rozdíly totiž panují jak mezi 

druhy (Kuznetsov et al. 1997), tak např. i mezi různými imbredními kmeny (Peister et al. 

2004).  

  

4.2 Funkce mezenchymálních kmenových buněk v organismu  

4.2.1 Hematopoetická nika  

 Podrobnější výčet tkání, z nichž je možné MSC izolovat (viz. výše), kromě primární 

kostní dřeně, obsahuje i další orgány zodpovědné krvetvorbu (žloutkový váček nebo fetální 

játra). Implicitně to ukazuje na fakt, že role MSC v hematopoéze je nezanedbatelná a to již 

od jejího počátku. 

 MSC v kostní dřeni a dalších zmíněných orgánech vykonávají svou zcela zásadní funk-

ci, sice spoluvytváří podpůrné mikroprostředí pro hematopoetické kmenové buňky (HSC) a 

krvetvorbu, tzv. hematopoetickou niku (Uccelli et al. 2008). MSC zde diferencují ve velké 

spektrum buněčných typů (stromální buňky, pericyty, myofibroblasty, osteoblasty, endoteli-

ální buňky) (Muguruma et al. 2006), které udržují HSC a od nich odvozené progenitory 

v klidovém stavu buněčného cyklu (G0 fázi), tedy regulují jejich dělení a současně je chrání 

před apoptotickými signály. V kostní dřeni MSC indukují expresi adhezivních molekul, čímž 

posilují těsný kontakt mezi jednotlivými populacemi, navíc produkují spektrum rozpustných 

faktorů, a celoživotně tak dynamický proces krvetvorby ustalují.  

4.2.2 Obnova a reparace 

 Všechny kmenové a progenitorové buňky v těle působí především jako rezervoár 

tkáňově specifických buněk (kupříkladu buňky vlasové cibulky nebo střevních krypt), jak pro 

běžnou obnovu, tak i pro případné opravy při poškození.  

 MSC mají obdobné funkce, s tím rozdílem, že navíc vykazují migrační vlastnosti a jsou 

tedy schopné vycestovat do míst reparací krevním řečištěm i poměrně daleko od své do-

movské niky. V těchto místech pak samy mohou jak diferencovat v buňky cílové tkáně, tak 

ale též napomáhat hojení poranění (Tomchuck et al. 2008; Wu et al. 2007).  
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 Migrace MSC z jejich niky do místa reparace je iniciována přijetím signálu o vzniklé 

disharmonii. MSC exprimují kromě receptorů pro růstové faktory a jiné chemoatraktanty 

(Fiedler et al. 2002; Neuss et al. 2004; Ponte et al. 2007) také receptory (toll-like receptory; 

TLR) senzitivní k látkám uvolňovaným z poškozených buněk a tkání (proteiny teplotního šo-

ku, HSP), ale i k molekulám pocházejícím z patogenních organismů (Pevsner-Fischer et al. 

2007; Raicevic et al. 2011). Iniciačním faktorem migrace MSC tak může být mechanické po-

ranění, zánět, infekce nebo rozvíjející se rakovinné bujení. Ve všech těchto případech posti-

žená tkáň produkuje signální molekuly, které se skrze krevní cirkulaci v organismu rozšíří a 

indukují příslušné reakce, popřípadě přímo chemotakticky rekrutují buňky k postiženému 

místu (Fiedler et al. 2002). Pohyb MSC po gradientu rozpustných molekul silně připomíná 

migraci výkonných imunitních buněk k centru zánětu. 

  

4.3 Interakce mezenchymálních kmenových buněk s buňkami imunitního 

systému  

 TLR spadají do vrozené složky imunity a jsou primárně přítomné právě na buňkách 

imunitního systému. Hrají hlavní roli v rozeznání patogenů a zahájení reakce proti nim 

(Janeway and Medzhitov 2002). Identifikace funkčních TLR na MSC přivedla vědce k otázce, 

jakou roli mohou receptory na MSC, resp. MSC v imunitních reakcích představovat.  

 MSC jsou díky svému receptorovému proteomu atrahovány do stejných lokalit, jako 

buňky imunitního systému. I mechanismus extravazace krevních kapilár je obdobný tomu, 

který využívají leukocyty, tedy závislý na expresi adhezivních molekul vázajících se 

na endoteliální, kupříkladu interakce VLA-4 přítomného na MSC a endoteliálního VCAM-1 

(Ruster et al. 2006). V cílovém místě se tedy obě buněčné populace setkávají, výstupy 

z aktivovaných signálních drah jsou ale zpravidla odlišné.  

 Na povrchu všech buněk organismu se nacházejí glykoproteiny z rodiny hlavních his-

tokompatibilních komplexů (major histocompatibility complex, MHCgp). Tyto molekuly slou-

ží k prezentaci antigenů buňkám imunitního systému a umožňují jim tak dohlížet na integritu 

organismu. U MSC, poměrně chudých na tyto povrchové glykoproteiny (Uccelli et al. 2006), 

byla popsána produkce solubilní varianty, sice HLA-G5, která se spolupodílí na imunoregu-

lačních vlastnostech MSC (Selmani et al. 2008). 
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 Déle byla u MSC opakovaně popsána exprese cytokinů, růstových faktorů, případně 

sekretovaných enzymů, které se různou měrou podílejí na jednotlivých regulačních proce-

sech. Mezi základní cytokiny produkované MSC jsou řazeny TGFβ, interleukin (IL-) 6, IL-10 a 

prostaglandin E2 (PGE2). Dalšími rozpustnými biologicky aktivními molekulami sekretovaný-

mi MSC jsou enzym katabolizující tryptofan, indolamin 2,3-dioxygenáza (IDO), nebo leukocy-

tární inhibiční faktor (LIF). V neposlední řadě MSC produkují množství růstových faktorů 

(growth factors, GF) hepatocytární (HGF), vaskulo-endoteliální (VEGF), faktor stimulující 

granulocytární kolonie (G-CSF), monocytární-CSF (M-CSF) (Aggarwal and Pittenger 2005; 

Meisel et al. 2004; Neuss et al. 2004; Raicevic et al. 2011). 

 Kromě ovlivňování imunitních reakcí rozpustnými molekulami, je předpokládán i 

přímý buněčný kontakt mezi MSC a buňkami imunitního systému. Nicméně prozatím nebyly 

identifikovány povrchové molekuly, které by za tuto interakci mohly být zodpovědné. Kram-

pera a kol. ze svých výsledků usuzují na eventuální fyzické bránění MSC v interakci mezi 

imunitními buňkami, které se v systému jinak vzájemně stimulují (Krampera et al. 2003). 

Možná je však i varianta, že nemusí nutně docházet k fyzické interakci MSC – buňka, ale 

spouštěcím mechanismem jsou pouze molekuly parakrinně uvolňované do okolí a vázající se 

tak na receptory na povrchu sousedních buněk. Tedy i pouhé přiblížení buněk k MSC v nich 

iniciuje příslušné reakce. Některé z výše jmenovaných solubilních molekul (např. IL-6 nebo 

růstové faktory G-CSF, M-CSF) jsou v bazální míře uvolňovány konstitutivně (Haynesworth et 

al. 1996). Produkce většiny těchto molekul je ale v MSC indukována/posílena až přijetím 

signálu o narušení integrity organismu, v in vitro podmínkách tedy až po kokultivaci MSC se 

stimulans popřípadě aktivovanými (nebo alogenními) buňkami (Djouad et al. 2003; 

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

 MSC jsou pravděpodobně schopné komunikovat s většinou imunitních buněk (Obr. 

2). Jelikož ale imunitní systém tvoří vysoce komplexní síť, pozorované vlivy MSC na funkci, 

proliferaci nebo aktivaci jednoho buněčného typu mohou být ve skutečnosti výsledkem kas-

kády buněčných interakcí. Zaměříme se na pravděpodobné interakce mezi MSC a dendritic-

kými buňkami (dendritic cells, DC), subpopulacemi T lymfocytů, B lymfocyty, makrofágy a 

přirozenými zabíječi (natural killers, NK). 
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Obr. 2: Nástin interakcí mezi mezenchymálními kmenovými buňkami a buňkami imunit-

ního systému.  MSC jsou schopné komunikovat s celým spektrem imunitních buněk. Na některých 

interakcích se podílejí jak buněčný kontakt, tak i rozpustné faktory (IDO, PGE2, HGF, TGFβ, IL-6 a dal-

ší). Ne všechny interakce byly doposavad jednoznačně identifikovány a musí být blíže prostudovány. 

Převzato z Uccelli a kol. 2008.  

 

4.3.1 Mezenchymální kmenové buňky vs. Dendritické buňky 

 Dendritické buňky (DC) jsou nejúčinnější antigen prezentující buňky (APC) a účastní 

se tak iniciace antigenně-specifických imunitních odpovědí. Nezralé DC se po rozpoznání 

nebezpečných molekul aktivují: exprimují kostimulační molekuly (CD40, CD80, CD86), pro-

dukují IL-12 a zvyšují expresi MHCgp druhé třídy (MHCgpII) a též chemokinového receptoru 

CCR7, který usměrňuje jejich přesun z periferie do mízních uzlin, kde prezentují tyto antige-

ny T lymfocytům – primárně právě skrze MHCgpII zpravidla přítomný právě na APC.  

 MSC jsou schopné reverzibilně inhibovat všechny tři základní prvky maturace DC – 

snižují expresi kostimulačních molekul, snižují počet MHCgpII a brání tak antigenní prezen-

taci, inhibují i migraci (homing) do lymfatických uzlin, jelikož omezují expresi CCR7 a součas-

ně brání snížit produkci E-kadherinu, který drží nezralé DC v periferii (Beyth et al. 2005; 

Djouad et al. 2007; English et al. 2008; Nauta et al. 2006).  

 MSC dovedou i hýbat poměry mezi jednotlivými subpopulacemi DC. U myeloidních 

DC snižují expresi silně prozánětlivého faktoru nekrotizujícího nádory α (Tumor necrosis 

factor, TNFα), který tyto buňky stimuluje k maturaci a homingu do lymfatické tkáně. Sou-
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časně MSC podporují produkci IL-10 plazmocytoidními DC a vychylují tak imunitní odpověď 

ve prospěch pomocných T lymfocytů druhého typu (Th2), resp. protizánětlivé reakce 

(Aggarwal and Pittenger 2005). 

 Podíl solubilních faktorů a buněčného kontaktu MSC na inhibici maturace a funkcí DC 

není doposavad jednoznačně vymezen a setkáváme se tak s kontroverzními závěry.  

Kokultivace MSC a nezralých DC vede k inhibici maturace DC (English et al. 2008). S využitím 

tzv. transwell kultivačního systému, kde jsou buněčné populace fyzicky odděleny, ale sdílí 

kultivační médium, je zabráněno maturaci DC obdobně, jako v případě, kdy je buněčný 

kontakt umožněn, což hovoří pro podstatnou účast rozpustných faktorů (IL-6 a M-CSF) 

(Nauta et al. 2006). Vliv MSC na DC je možné také pozorovat zprostředkovaně, skrze 

schopnost aktivace T lymfocytů. Zde, jelikož naopak nebyla prokázána účast solubilních 

faktorů, bylo usuzováno na nutnost buněčného kontaktu. Krampera a kol. z toho vyvozují, že 

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

 

4.3.2 Mezenchymální kmenové buňky vs. T lymfocyty  

 T lymfocyty, buňky antigenně-specifické imunity, se dělí do několika fenotypově od-

lišných subpopulací, které plní v imunitním systému nejrůznější funkce. Jelikož u zrodu 

T buněčných imunitních odpovědí stojí APC, tak jakýkoli mechanismus, kterým MSC brání ve 

výkonu funkce výše zmiňovaným DC, zprostředkovaně inhibuje i reakce T lymfocytů (Beyth 

et al. 2005; Krampera et al. 2003). Kromě toho jsou ale MSC schopné interagovat i bezpro-

středně s T buňkami a ovlivňovat tak přímo jejich funkce.  

 MSC ovlivňují projevy všech subpopulací a to jak naivních, tak i paměťových T lymfo-

cytů. Mají schopnost působit na buňky stimulované mitogenem, ale i na T lymfocyty kultivo-

vané v přítomnosti vlastních aktivovaných APC či alogenních antigenů (Bartholomew et al. 

2002; Le Blanc et al. 2003). Jedním z primárně pozorovaných důsledků společné kultivace 

MSC a T lymfocytů je suprese T buněčné proliferace (Di Nicola et al. 2002; Krampera et al. 

2003). Všeobecně platí, že tato inhibice je 1) odvislá od množství MSC (poměru MSC : T lym-

focytů, 2) reverzibilní (po odstranění MSC ze systému může být proliferace opět obnovena) 

a 3) MHC-nezávislá (Djouad et al. 2003; Liotta et al. 2008).  
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 Fakt, že je suprese proliferace reverzibilní, nám může alespoň trochu napovědět o 

jejím charakteru. Pravděpodobně nedochází k deleci aktivovaných klonů. MSC tedy v T lym-

focytech nenavozují apoptózu, protože odpověď deletovaných buněk by nemohla být zno-

vuobnovena. Inhibice pomocí MSC není ani bezprostředně závislá na regulačních T buňkách 

(Treg), jelikož odstranění těchto CD4+CD25+ T lymfocytů, nemá na supresivní schopnosti 

téměř žádný vliv (Beyth et al. 2005; Krampera et al. 2003). Jelikož není pozorován úbytek 

primárních aktivačních markerů (CD25, CD69) na T lymfocytech a inhibice se dá navodit i 

dodatečným přidáním MSC ke stimulovaným T buňkám, dá se předpokládat, že nedochází 

k ovlivnění iniciační interakce a inhibice nastává až následně (Di Nicola et al. 2002; Glennie 

et al. 2005). Nejpravděpodobnějším mechanismem, kdy v organismu dochází k neod-

povídavosti na stimulaci, je navození anergie.  

 Fyziologicky bývá anergie vyvolána u T lymfocytů, které dostanou pouze primární 

signál (interakce T buněčného receptoru (TCR) s MHCgp a na něm navázaným peptidem), 

ale již ne druhý, kostimulační (např. CD40 – CD40L). Tímto mechanismem se organismus 

brání před autoreaktivními klony T buněk, které unikly centrální deleci v thymu, a mohly by 

tak vybudit reakci proti vlastnímu tělu. U iniciace antigenně-specifické odpovědi proto stojí 

DC (a jiné APC), což jsou právě buňky schopné T lymfocytům poskytnout oba tyto potřebné 

signály, pokud jsou samy aktivovány. Exprese jejich kostimulačních molekul je iniciována až 

po jejich rozeznání nebezpečného antigenu. Pokud se tak nestane, pokud DC nezahájí vlast-

ní aktivaci a maturaci, nemají na imunitní reakce a T lymfocyty stimulační, ale naopak inhi-

biční efekt, jelikož jim poskytují pouze jeden signál, který ale není pro jejich aktivaci dostaču-

jící. U MSC, které jsou primárně MHCgpII negativní a nemají ani kostimulační molekuly, byla 

popsána in vitro indukovatelná exprese MHCgpII po stimulaci IFNγ (Stagg et al. 2006). 

Vzhledem k tomu, že IFNγ je in vivo běžně v místě imunitní odpovědi produkován aktivova-

nými T a NK buňkami (Krampera et al. 2006), tak doputují-li MSC až do centra reakce, mo-

hou se stát takovýmito nezralými APC, které jsou schopné poskytnout T buňkám první, ale 

již ne kostimulační signál a uvedou je tak v anergický stav (Glennie et al. 2005). Svým způso-

bem obdobného výsledku je dosaženo, pokud MSC zabrání DC a jiným APC v maturaci, jeli-

kož následkem toho opět nejsou T buňky plně aktivovány a zůstávají anergické (Beyth et al. 

2005). 
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 Na inhibici proliferace T lymfocytů způsobené MSC se opět nejspíše podílí jak buněč-

ný kontakt, tak i rozpustné mediátory. Uvažovány jsou v tomto ohledu především molekuly 

PGE2 (Aggarwal and Pittenger 2005), IDO (Meisel et al. 2004), TGFβ nebo IL-10 (Krampera et 

al. 2006), ale i další. 

4.3.2.1 Cytotocické T lymfocyty  

 Cytotoxické CD8+ T lymfocyty (CTL) v organismu zasahují proti virově infikovaným a 

nádorovým buňkám. Rozeznávají buňky prezentující na svém povrchu vlastní peptidy. Pokud 

se tyto peptidy vymykají normě, jsou schopné v těchto buňkách indukovat programovanou 

apoptotickou smrt. Jedná se o jeden z buněčných typů zodpovědný za odhojení štěpu při 

transplantacích. Právě v těchto případech je proto potlačení výkonných funkcí CTL žádoucí. 

MSC CD8+ T buňky suprimují (Di Nicola et al. 2002). Snižují produkci prozánětlivého a stimu-

lačního IFNγ (Glennie et al. 2005) a dokonce jsou v CTL schopné indukovat supresivní schop-

nosti, následkem čehož vznikají CD8+ regulační T buňky, které by mohly být spoluzodpověd-

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

4.3.2.2 Pomocné T lymfocyty 

 Pomocné CD4+ T lymfocyty (Th) jsou jedním z hlavních průsečíků imunitních odpově-

dí. Komunikují s DC, CTL, ale i s B lymfocyty. Modulace jejich funkce se tedy promítá i do 

odpovědí dalších buněk. Th lymfocyty jsou dále děleny na subtypy Th1 a Th2, které si svými 

funkcemi vzájemně oponují. Th1 lymfocyty vykazují prozánětlivé vlastnosti, naopak Th2 lym-

focyty podporují spíše protizánětlivé reakce. Obě subpopulace se vzájemně regulují, až 

v závěru převáží jen jedna z nich, ta pro řešení nastalé situace nejvhodnější. Suprese prolife-

race celkové populace CD4+ T buněk pomocí MSC sice byla popsána (Di Nicola et al. 2002), 

současně však vlivem solubilních faktorů produkovaných MSC (PGE2, VEGF, IL-10, TGFβ) do-

chází k manipulaci poměrů mezi populacemi. MSC podporují Th2 v produkci jejich hlavního 

cytokinu IL-4, a současně inhibují sekreci IFNγ Th1 lymfocyty (Aggarwal and Pittenger 2005), 

tedy podporují zmírnění zánětlivého klimatu v místě reakce. V podstatě to připomíná klasic-

ké ukončení imunitní reakce: zabránění organismu ve vyčerpání nebo sebepoškození a zno-

vunastolení rovnováhy po vyřešení nastalé situace.  
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4.3.2.3 Regulační T lymfocyty  

 Subpopulace regulačních CD4+CD25+ T lymfocytů (Treg) je v organismu zodpovědná 

především za udržení tolerance k vlastním antigenům. Dříve byly nazývány též supresorové, 

jelikož jejich regulační schopnosti jsou primárně inhibičního charakteru. MSC svou činností 

sice vznik Treg indukují (Aggarwal and Pittenger 2005; English et al. 2009) a to svými solubil-

ními molekulami PGE2, TGFβ, HLA-G5, IL-10 (Selmani et al. 2008; Svobodova et al. 2012). 

Odstranění CD4+CD25+ T lymfocytů však MSC-zprostředkovanou inhibici neovlivní (Beyth et 

al. 2005; Krampera et al. 2003), což ukazuje, že suprese MSC není striktně závislá na Treg 

buňkách.  

4.3.2.4 Th17 lymfocyty 

 V prozánětlivém prostředí dochází vlivem buněk nespecifické imunity k diferenciaci 

prekurzorových buněk Th0 v Th17 lymfocyty. Tyto buňky jsou silně proinflamatorní, produ-

kují cytokiny IFNγ, TNFα, IL-17 a IL-22, které dále posilují zánět a ovlivňují další buňky jak 

specifické (další T lymfocyty) tak i nespecifické imunity (neutrofily, NK buňky).  

 Zánětlivé prostředí s vysokými koncentracemi IFNγ, TNFα nejprve indukuje v MSC 

expresi adhezivních molekul, kterými jsou pravděpodobně schopné interagovat s Th17 buň-

kami a které následně produkcí PGE2 inhibují (Duffy et al. 2011). Poté mohou MSC 

v původních Th17 lymfocytech vyvolat aktivaci transkripčního faktoru specifického pro Treg 

(fork head box 3, FoxP3) a produkci IL-10, a tedy v nich indukují regulační fenotyp (Ghannam 

et al. 2010). Takovouto posloupnost dějů vyvolaných MSC potvrzují i výsled-

ky experimentální léčby revmatoidní artritidy, autoimunitního onemocnění působeného 

subpopulacemi T lymfocytů Th1 a Th17. Aplikace MSC nejenže snížila prozánětlivé mediáto-

ry i antigenně-specifickou expanzi buněk Th17/Th1, ale naopak zvýšila produkci protizánětli-

vého IL-10 a indukovala tvorbu antigenně-specifických Treg (Zhou et al. 2011).  

 

4.3.3 Mezenchymální kmenové buňky vs. B lymfocyty 

 B lymfocyty, buňky schopné po aktivaci produkovat antigenně-specifické protilátky 

(antibodies, Ab), velmi úzce komunikují s T lymfocyty, především jejich Th subpopulací. 

Základní cytokin Th2 buněk, IL-4, byl původně nazýván růstový faktor B buněk (B cell growth 
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factor, BCGF). IL-4  podporuje růst B lymfocytů, tvorbu Ab a usměrňuje izotypový přesmyk 

tvořených Ab na IgG1 a IgE. Současně působí IL-4 inhibičně na Th1 a jimi iniciované funkce.  

B buňky jsou tedy skrze Th2 v in vivo podmínkách citlivé k veškerým stimulačním i inhibičním 

vlivům působícím na T lymfocyty.  

 Proliferace B lymfocytů je působením MSC suprimována (Augello et al. 2005). Inhibi-

ce je u nich pravděpodobně obdobně jako u CD4+ nebo CD8+ T lymfocytů zacílena na zasta-

vení buněčného cyklu v G0/G1 fázi (Glennie et al. 2005). IL-6, produkovaný MSC ve velkém 

množství, podporuje zrání B buněk a produkci Ab. Bylo skutečně pozorováno, že jsou MSC  

v B lymfocytech, resp. plazmatických buňkách, vlivem zvýšení koncentrace IL-6 schopny in-

dukovat produkci IgG, přičemž tato produkce může být posílena buněčným kontaktem 

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

 

4.3.4 Mezenchymální kmenové buňky vs. makrofágy 

 Makrofágy, tkáňová forma monocytů, jsou v organismu zodpovědné vedle odstraňo-

vání odumřelých a infikovaných buněk také za obranu proti intracelulárním parazitům (bak-

teriím a plísním). Po pohlcení částic produkují makrofágy IL-12, který podporuje vznik a akti-

vaci Th1 lymfocytů produkujících IFNγ a vytváří se tak zánětlivé prostředí (zpětnovazebně 

aktivizující samotné makrofágy v baktericidních funkcích). Makrofágy se tedy podílí na utvá-

ření prozánětlivého prostředí.  

 Byly identifikovány dva funkčně odlišné typy makrofágů. Prozánětlivé, výše jmeno-

vaným způsobem aktivované, makrofágy M1. Vedle toho existují alternativně aktivované 

M2 makrofágy, které exprimují nižší koncentrace IL-12 a TNFα a naopak vyšší IL-10 a IL-6 

(Kim and Hematti 2009), tedy vykazují spíše regulační vlastnosti. Předpokládá se, že makro-

fágy mohou tento M2 fenotyp převzít až posléze a podílet se na obnově poškozené tkáně.  

 O interakcích mezi MSC a makrofágy zatím není známo mnoho, ale z pilotních studií 

se dá usuzovat, že MSC jsou schopné v makrofázích indukovat, spíše než prozánětlivé (M1), 

regulační (M2) aktivity a i s jejich pomocí se spolupodílet na reparaci (Barminko et al. 2011; 

Kim and Hematti 2009). 
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4.3.5 Mezenchymální kmenové buňky vs. NK buňky  

 NK buňky jsou populací odvozenou z lymfoidního progenitoru, spadající ale do anti-

genně-nespecifické imunity. Mají podobně jako CTL schopnost zabíjet virově infikované či 

nádorové buňky uvolněním vnitřních granulí obsahujících perforiny a granzymy. Orientují se 

při tom dle peptidů prezentovaných na MHCgpI, které jsou přítomny na všech buňkách or-

ganismu. Po aktivaci produkují vysoké koncentrace IFNγ, kterým se podílí na utvoření zánět-

livého prostředí, kam atrahují tak další buňky.  

 Jak bylo řečeno, MSC jsou také rekrutovány do míst zánětu. Zde přítomný IFNγ, 

v nich podporuje expresi rozpustných faktorů IDO (Meisel et al. 2004) a PGE2, které zpětně 

inhibují proliferaci i produkci prozánětlivých cytokinů u buněk sekretujících IFNγ, NK a T bu-

něk (Aggarwal and Pittenger 2005; Krampera et al. 2006). Navíc by měly být MSC schopné 

pomocí solubilních faktorů (HLA-G5) též inhibovat výkonné funkce NK buněk, tedy uvolnění 

obsahu cytotoxických granulí (Selmani et al. 2008). 

  

4.3.6 Imunoprivilegovanost mezenchymálních kmenových buněk  

 Většina výše jmenovaných interakcí MSC a imunitních buněk byla popsána jak 

v syngenním sytému, kde MSC a imunitní buňky pocházejí z jednoho jedince/imbredního 

kmene, tak i v alogenním provedení (MSC byly izolovány z jiného kmene/jedince než re-

spondentní buňky). Dalo by se očekávat, že v alogenním systému nebude vlivem MSC do-

cházet k supresi proliferace, ale naopak k její indukci, jelikož by měly být rozeznány poly-

morfní varianty proteinů, což jsou za normálních okolností spouštěče imunitních reakcí. Ten-

to efekt ale zpravidla pozorován není. Buněčná suprese probíhá, ať jsou MSC syngenní nebo 

alogenní (Di Nicola et al. 2002). Při použití alogenních MSC nedochází k jejich odhojení ani 

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

 MSC produkují množství faktorů, které mají převážně imunosupresivní schopnosti, 

ani těmi by ale nebyly schopné včas potlačit imunitní reakci, kterou by svou přítomností v 

recipientním organismu iniciovaly. Klíčem k vyřešení jsou molekuly MHC. MSC v klidovém 

stavu exprimují nízké hladiny MHCgpI a pravděpodobně žádné MHCgpII (Le Blanc et al. 

2003). Vlivem zánětlivé reakce in vivo, resp. kultivací v nízkých hladinách IFNγ v in vitro 
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podmínkách, se může docílit navýšení exprese obou těchto antigen-prezentujících molekul 

(Stagg et al. 2006). T lymfocyty tedy mohou na povrchu MSC eventuální aloantigeny svými 

TCR rozpoznat. Jelikož ale MSC nejsou klasickými APC a nenesou kostimulační molekuly, 

jejichž signál je pro aktivaci T buněk a imunitní odpovědi potřebný, jsou lymfocyty, které 

rozpoznaly jejich cizí antigeny, uvedeny do stavu anergie, neodpovídavosti a MSC mohou 

v organismu přežívat dlouhodoběji. 

 Navýšení exprese MHCgp obou tříd po vstupu MSC do zánětlivého prostředí může 

mít i vlastní ochranný smysl. NK buňky totiž primárně rozpoznávají buňky se sníženou expre-

sí MHCgpI a cílí na ně své výkonné funkce. MSC se tedy zvýšením antigenní prezentace 

(Stagg et al. 2006) mohou vyhýbat napadení NK buňkami. 

 Dále MSC exprimují solubilní formu neklasických MHCgp, HLA-G5 (Selmani et al. 

2008). Přítomnost této molekuly byla primárně popsána na buňkách trofoblastu placenty, 

kde chrání semialogenní plod před imunitním systémem matky. Může se tedy jednat o další 

z faktorů, kterým se MSC brání před napadením imunitními buňkami v arteficiálních situa-

cích, jako jsou transplantace.  

  

4.4 Vlivy imunologicky aktivních látek na MSC 

 MSC interagují s množstvím imunitních buněk a aktivně migrují do míst imunitních 

reakcí, kde ovlivňují jejich odpovědi buněčným kontaktem i rozpustnými faktory. Takováto 

komunikace bývá zpravidla oboustranná. MSC nejen usměrňují imunitní odpověď, ale musí 

též vnímat signály o narušení integrity organismu a dle nich poté orientovat své funkce. Ná-

sledně dochází k obousměrné signalizaci i v místě reakce. Jak MSC vnímají imunologicky ak-

tivní látky a k jakým funkčním či fenotypickým výstupům pak dochází, není zatím příliš pro-

studováno. 

 Jednou z látek produkovaných v místě imunitní odpovědi je IFNγ. Je exprimován jak 

poškozenou tkání, tak i infiltrovanými imunitními buňkami. Na něj, jak bylo zmíněno, MSC 

reagují zvýšením produkce některých solubilních faktorů, např. IDO, HGF nebo PGE2 (Meisel 

et al. 2004; Ryan et al. 2007), kterými odpověď imunitních buněk modulují. Vedle toho IFNγ 
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pravděpodobně zvyšuje expresi MHCgp (Stagg et al. 2006), prozánětlivé prostředí tak v MSC 

vyvolává poměrně radikální imunofenotypové změny. 

 Pokud je postižená tkáň infikována, uvolňují se z ní kromě chemokinů též derivá-

ty mikroorganismů a jiné ligandy TLR. Jelikož MSC tyto receptory exprimují, jsou ke jmeno-

vaným látkám vnímavé a bylo prokázáno, že právě ligandy TLR jsou spoluzodpovědné za 

aktivaci migrace MSC do místa poškození (Tomchuck et al. 2008). Zároveň ligandy TLR, po-

dobně jako IFNγ, modulují hladiny exprimovaných molekul MSC (Raicevic et al. 2010), pří-

padně jejich proliferační a diferenciační schopnosti (Pevsner-Fischer et al. 2007) a tedy 

ovlivňují jejich výkonné funkce.  

 Cytokiny jsou jedny ze základních molekul, kterými spolu buňky imunitního systému 

komunikují. Také MSC řadu z nich produkují, např. IL-6 (Djouad et al. 2007) a ovlivňují tak 

funkce okolních buněk. K některým cytokinům jsou ale samy MSC citlivé a po stimulaci mo-

difikují různé své vlastnosti. Kupříkladu jsou-li MSC stimulovány prozánětlivými faktory IL-2, 

TNFα nebo IL-1α, jsou následně schopné indukovat vznik Th17 buněk a naopak, jsou-li inku-

bovány v přítomnosti TGFβ, polarizují vývoj T buněk preferenčně v Treg lymfocyty 

(Svobodova et al. 2012). Je tedy zřejmé, že změna prostředí, ve kterém se MSC nacházejí, 

ovlivňuje je samotné a následně se projeví i na jejich funkcích.  

 

4.5 Terapeutické využití mezenchymálních kmenových buněk 

4.5.1 Transplantace 

 MSC mají v organismu množství funkcí, které z nich činí žádaný objekt studia s cílem 

klinického využití. Spoluúčastní se tvorby hematopoetické niky, kde udržují kmenové a pro-

genitorové hematopoetické buňky v klidovém stavu, regulují jejich dělení a chrání je před 

apoptotickými signály, současně je ale i fyzicky v kostní dřeni udržují (Le Blanc et al. 2003; 

Uccelli et al. 2006). Vedle homingu do lymfatické tkáně byla popsána i cílená migrace MSC 

právě do kostní dřeně (Noort et al. 2002; Rombouts and Ploemacher 2003), pravděpodobně 

díky jejich kostně-dřeňovému povrchovému markeru STRO-1 (Gronthos et al. 1994). Této 

kombinace vlastností MSC je možné využít při terapeutických transplantacích kostní dřeně. 

V případě malignit souvisejících s krvetvorbou (leukémie apod.) je po cíleném chemickém či 
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radiačním vybití rakovinných ale i zdravých buněk v kostní dřeni nutné ji znovu osídlit ště-

pem HSC od dárce, zpravidla podávaným intravenózně. Pokud se MSC aplikují společně 

s HSC, mohou se uplatnit všechny podpůrné vlastnosti MSC. Napomohou nejen zacílení, ale 

též přijetí krevních buněk v kostní dřeni (Muguruma et al. 2006; Noort et al. 2002).  

 Rizikem klasických transplantací kostní dřeně je vznik nemoci spojené s reakcí štěpu 

proti hostiteli (graft versus host desease, GvHD). I přes výběr geneticky co nejpodobnějšího 

dárce kostní dřeně, může dojít k napadení organismu příjemce buňkami štěpu. Částečná 

aloreaktivita transplantátu je žádoucí, jelikož zdravé buňky štěpu jsou schopné identifikovat 

a zneškodnit případné residuální leukemické buňky a zabrání tak relapsu onemocnění. Je-li 

ale reakce silnější, je organismus v podstatě bezmocný a to i přes následné použití klasické 

imunosuprese. Kotransplantací MSC spolu se štěpem HSC je pravděpodobně možné předejít 

GvHD vzniklé následkem transplantace kostní dřeně, resp. později transplantované MSC byly 

schopné zastavit již probíhající GvHD (Le Blanc et al. 2004).  

 Primárně byly za účelem podpory transplantací HSC studovány BM-MSC, nicméně 

schopnost cíleně migrovat do kostní dřeně i podporovat ujetí transplantátu byla nalezena a 

potvrzena též u AT-MSC, ač nejsou původně v kostní dřeni lokalizovány (Nakao et al. 2010). 

Tuková tkáň se zdá být výhodnějším zdrojem MSC nežli kostní dřeň, jelikož její odběr je pro-

váděn méně invazivní metodou (Zhu et al. 2006), může být uskutečňován opakovaně a ná-

sledná extrakce AT-MSC je velmi snadnou enzymatickou procedurou (Nakao et al. 2010). 

Jelikož se ale in vitro expandované AT-MSC drží ve shlucích, poměrně obtížně se z nich při-

pravuje jednobuněčná suspenze, a proto s sebou jejich intravenózní podání může nést velké 

riziko embolií (Kubo et al. 2012). Pro podpoření přijetí HSC po transplantaci je v současnosti 

možné štěp podat přímo do kostní dřeně a v takovém případě, kdy je obejito riziko embolie 

intravenózní aplikací, bylo dosaženo lepších výsledků s využitím AT-MSC (Nakao et al. 2010).  

4.5.2 Reparace a regenerace 

 O využití MSC se uvažuje i v dalších odvětvích transplantační imunologie. Hledá se 

způsob, jak s pomocí MSC prodloužit přežívání alogenního srdečního (Ge et al. 2009) či kož-

ního štěpu (Bartholomew et al. 2002; Inoue et al. 2006). Vedle transplantací tkání a orgánů 

jsou MSC studovány i pro své reparační schopnosti. Jednak v modelech infarktu myokardu 

(Hahn et al. 2008), kdy jsou schopné sekrecí VEGF zabezpečit neovaskularizaci postižené 
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tkáně (Yao et al. 2009), tak ale i v regeneraci mozkových či míšních poranění (Urdzikova et 

al. 2006; Wu et al. 2007). Vzhledem k diferenciačnímu potenciálu MSC je ale zamýšleno i 

jejich nasazení v regeneraci po úrazech případně onemocněních kostní tkáně (Undale et al. 

2009) a dalších (Gimble et al. 2007). Rovněž v léčbě zánětlivých onemocnění, jako je kolitida, 

případně experimentální hepatitida nebo již zmiňovaná revmatoidní artritida se zvažuje 

možnost aplikace MSC pro jejich protizánětlivé aktivity (Duijvestein et al. 2011; Kubo et al. 

2012; Zhou et al. 2011). 

4.5.3 Nádorová imunologie 

 Vedle účasti na tvorbě hematopoetické niky a diferenciačních schopností jsou MSC 

charakteristické svými imunoregulačními vlastnostmi. Skrze své hlavní faktory vykonávají 

MSC supresivní funkce, vyskytnou-li se však v místě zánětu, mohou se v nich indukovat i 

další aktivity. IFNγ-iniciované navýšení počtu MHCgp na povrchu MSC umožňuje antigenní 

prezentaci (Romieu-Mourez et al. 2009). Na lidských MSC nebyla prokázána přítomnost kos-

timulačních molekul, na myších byla nalezena molekula CD80 (Krampera et al. 2003). MSC 

pak byly schopné po stimulaci IFNγ prezentovat nabídnutý antigen a generovat aktivované 

antigen-specifické CD4+ i CD8+ T lymfocyty (Stagg et al. 2006). Poskytne-li se buňkám anti-

gen specifický/asociovaný s nádory, může se tímto způsobem indukovat silná buněčná imu-

nitní reakce proti danému nádoru (Stagg et al. 2006). Autologní transplantace takovýchto 

nádorovým antigenem ovlivněných MSC by mohla podpořit terapeutickou protinádorovou či 

protizánětlivou imunitní odpověď.  

 Vzhledem k primárně imunosupresivním vlastnostem MSC byla ale naopak popsána i 

jejich schopnost podpořit vznik nádoru (Liu et al. 2011b). Po současné aplikaci MSC a nádo-

rových buněk, byly MSC nalezeny v okolí vzniklého nádoru (Djouad et al. 2003). MSC 

v takovém případě utvořily tlumivé prostředí, které bránilo imunitním buňkám v aktivaci 

odpovědi, a pravděpodobně byly též produkcí VEGF indukujícího angiogenezi schopné pod-

pořit tvorbu cévního zásobení pro rychle proliferující maligní buňky. Takto identifikovaná 

schopnost MSC migrovat specificky do nádorových oblastí však v sobě může skýtat terapeu-

tické využití. Dosavadní nežádoucí vedlejší účinky protinádorové léčby jsou způsobeny pře-

devším neselektivitou aplikovaných terapií. Chemoterapeutiky jsou adresovány kromě ná-

dorových buněk další rychle se dělící buňky v organismu, což vede nejen k nepopulárnímu 

vypadávání vlasů, ale též k závažnějšímu zasažení jater, střevní tkáně či ovlivnění imunity 
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pacienta při případných infekcích. Preferenční migrací do míst nádorů (Komarova et al. 

2006) se MSC nabízí k využití jakožto dopravního prostředku účinné složky právě do těchto 

lokalit (Xia et al. 2011). Takováto nádorová vakcína by obsahovala MSC nesoucí geneticky 

upravený onkolytický virus. MSC jsou poměrně velké buňky a umožňují v sobě namnožit 

původní malý počet kopií viru, současně selektivně doputovat do nádorové oblasti. Tam by 

se obsah buněk uvolnil a virové částice by mohly s nádorem interagovat a zastavit jeho růst, 

případně i nádorové buňky ničit (Komarova et al. 2006). Navíc byla pozorována infiltrace 

takto léčených nádorů CD11b pozitivními buňkami (granulocyty, makrofágy), což naznačuje, 

že vlivem léčby by mohlo dojít ke zvýšení imunogenicity nádoru, produkci prozánětlivých 

faktorů, které atrahují imunitní buňky (Xia et al. 2011) a inicioval by se vznik imunitní reakce, 

které se jinak nádory četnými mechanismy brání.  
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5 Materiál a metody 

5.1 Zvířata 

Veškeré pokusy byly prováděny na myších laboratorních inbredních kmenů BALB/c a 

C57BL/6. Zvířata byla obou pohlaví a stáří 2 – 4 měsíců z chovů Ústavu molekulární genetiky 

Akademie věd České republiky (ÚMG AV ČR). Navíc byly použity myši MHCgpII/eGFP knock-

in na pozadí 129/v, H-2b (ÚMG AV ČR).  

5.2 Použité reagencie 

5.2.1 Roztoky a média 

 Většina pokusů byla prováděna v médiu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 

medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Médium bylo obohaceno o tepelně inaktivované 

fetální telecí sérum (fetal calf serum, FCS) do výsledné 5% nebo 10% koncentrace. Dále bylo 

doplněno o penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 μg/ml), 2-merkaptoethanol (5∙10-5 M) a 

HEPES pufr (10mM). 

 MSC byly kultivovány v médiu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's medium, Sigma-

Aldrich), které bylo doplněno o FCS (do 10% koncentrace), penicilin, streptomycin a HEPES 

pufr. 

 Pro některé pokusy jsme využívali fosfátový pufr (phosphate buffered saline, PBS) 

připravovaný v servisní laboratoři ÚMG AV ČR (0,2 g KCl, 8 g NaCl, 0,24 g KH2PO4 a 1,44 g 

Na2HPO4 na 1 l deionizované vody; pH bylo upraveno na 7,4). Pro krátkodobé uchování 

vzorků tkání jsme použili PBS obohacený o azid sodný (20 mg NaN3 na 100 ml PBS).  

 Pro detekci NO v systému byly v Griessově reakci použity roztoky A a B. Roztok A 

sestával z: 0,5 g sulfanilamidu, 1,5 ml kyseliny fosforečné, 48,5 ml ddH2O. Roztok B obsaho-

val: 0,5 g naftylethylendiaminu, 1,5 ml kyseliny fosforečné, 48,5 ml ddH2O. 

 Během ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) testů jsme primární protilátky 

přidávali do 0,1M roztoku NaHCO3. Následně používaný blokovací roztok byl složen z PBS s 

přídavkem FCS do koncentrace 7,5 %. K závěrečné detekci komplexů jsme použili substrát 

obsahující barvivo ABTS (2,2´-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)), tedy roztok 

připravený ze 400 ml ddH2O, 7,68 g kyseliny citronové a 120 mg ABTS, jehož pH bylo upra-
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veno na 4,35. K promývání vzorků v detekčních vysokoadsorpčních destičkách jsme používali 

PBS s přidáním roztoku Tween-20 (0,5 ml Tween-20, 1 l PBS).  

  

5.2.2 Použité chemikálie  

∙ 1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl) benzen (POPOP; C26H20N2O2) (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; C15H11NO) (Serva) 

∙ 3´,3´´,5´,5´´-Tetrabromophenolsulfonephtalein (Sigma-Aldrich) 

∙ Agaróza (Serva) 

∙ Alexa Fluor 568 Phalloidin (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) 

∙ Alizarin Red S (Sigma-Aldrich) 

∙ Ascorbic acid (Sigma-Aldrich) 

∙ Avidinperoxidáza (Sigma-Aldrich) 

∙ Azid sodný (Sigma-Aldrich) 

∙ β-glycerolphosphate disodium salt pentahydrate (Sigma-Aldrich) 

∙ Bromphenol blue (Sigma-Aldrich) 

∙ Dusitan sodný (Sigma-Aldrich) 

∙ Dexametazon (Sigma-Aldrich) 

∙ EDTA (Sigma-Aldrich) 

∙ Ethanol (Lachema, Brno, Česka republika) 

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

∙ Fetální telecí 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 citronová (Sigma-Aldrich) 

∙ Kyselina boritá (Sigma-Aldrich) 

∙ Kyselina fosforečná (Lachema) 

∙ Kyselina chlorovodíková (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 vodíku (Lachema) 

∙ Sacharóza >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/100ml  

∙ Tween-20 (Sigma-Aldrich) 

∙ Xylene cyanole FF (Sigma-Aldrich) 

 

5.3 Použité technické vybavení 

∙ Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare) 

∙ Centrifuga 5430 (Eppendorf) 

∙ Cycler PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.) 

∙ Elektroforetická aparatura: PowerPac 300 (BioRad), Hoefer HE33 (Pharmacia Bio-

tech) 

∙ Fluorescenční binolupa Lumar.V2 (SteREO Zeiss) 

∙ Harvestor AUTOMASH 2000 (Dynatech) 

∙ Inkubátor (Sanyo) 

∙ Invertovaný mikroskop Versus 

∙ Invertovaný mikroskop Olympus IX 8, vybavený kamerou Hammatsu ORCA C4742-

80-12AG (Olympus) 

∙ Izotopový měřicí přístroj raytest (Raytest) 

∙ Laminární box CleanAir (Scholler instruments s.r.o.) 

∙ Magnetický sorter AutoMASC Pro (Miltenyi Biotec) 

∙ Magnetická ohřevová míchačka RCTbasic (IKA) 

∙ Minicentrifuga MiniSpin (Eppendorf) 

∙ MyCyclerTM Thermal Cycler (BioRad) 

∙ Optický mikroskop (Carl Zeiss) 

∙ pH-metr pH526 (WTW) 

∙ Průtokový cytometr LSR II (BD)  

∙ Spektrofotometr OpsysMR (Dynex) 

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

∙ Vortex MS1 Minishaker (IKA) 
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∙ Vyhřívaná třepačka Thermomixer comfort (Eppendorf) 

∙ Zmrazovací mikrotom Leica CM3050 S (Leica Microsystems) 

 

5.4 Použitý software 

∙ Ovládací software pro průtokový cytometr FACSDiva Software (BD) 

∙ Vyhodnocovací software pro data získaná na průtokovém cytometru GateLo-

gic308.3A (Inivai) 

∙ Software pro práci s obrázky ImageJ 1.42q  

∙ Ovládací software pro invertovaný mikroskop Olympus Olympus soft Imaging Soluti-

ons  

∙ Ovládací software pro ELISA reader (spektrofotometr) Revelation Quicklink  

∙ Ovládací software pro transluminator elektroforetických gelů Scion Image  

 

5.5 Metody 

5.5.1 Izolace a kultivace MSC 

 MSC byly postupně izolovány ze dvou typů tkání – z kostní dřeně (BM-MSC) a 

z tukové tkáně (AT-MSC).  

 Buňky kostní dřeně byly extrahovány výplachem dlouhých kostí (stehenní, holenní) 

5% médiem RPMI 1640. Obsah kostní dřeně byl resuspendován a přes sterilní nylonovou 

síťovinu přefiltrován do zkumavky. Buňky byly po centrifugaci (8 min při 170 rcf) převedeny 

do 10% DMEM a vysety do kultivačních lahví (75 cm2, Thermo Fisker Scientific,Rochester, 

USA) a inkubovány v termálním boxu při 37 °C v 5% atmosféře CO2 (CO2 Incubator, Sanyo, 

Japan). Pro odstranění neadherentních prekurzorů, především hematopoetických buněk, byl 

po 48 hod proveden oplach kultury předehřátým médiem. Následně byly BM-MSC kultivo-

vány při daných podmínkách a pravidelně pasážovány po dobu 2 – 3 týdnů. 

 Pro izolaci AT-MSC jsme do 5% média RPMI 1640 odebírali abdominální tříselné tu-

kové kapsy. Tuková tkáň byla po odstranění tříselných uzlin nastříhána a v kádince enzyma-

ticky naštěpena 1% kolagenázou (Collagenase I, Sigma Aldrich) v PBS při 37 °C po dobu  

1 hod. V průběhu inkubace byla tkáň 1 – 2 krát důkladně promíchána. Následně byl obsah 

kádinky převeden do zkumavky, která byla doplněna PBS a centrifugována (8 min při 170 

rcf). Svrchní tuková vrstva byla spolu se supernatantem opatrně odebrána, peleta byla pře-

nesena do nové zkumavky, opět doplněna PBS a centrifugována. Znovu byl supernatant 
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odebrán a peleta přenesena do čisté zkumavky, kde byla resuspendována v 10% DMEM a 

opětovně stočena na centrifuze. Tento postup byl opakován ještě jednou a následně již byla 

buněčná peleta přenesena do kultivační lahve s 10% DMEM a inkubována v termálním boxu 

při 37 °C v 5% atmosféře CO2.  

 Před využitím v experimentech byly buňky z kultivačních lahví uvolněny s využitím 

chelatačního činidla, 0,01M roztoku EDTA (ethylendiamintetraoctová kyselina). 

 

5.5.2 Proliferační testy  

 Proliferační testy se využívají k zjištění míry buněčného dělení v systému po stimula-

ci. Jednotlivé metody sledují různé buněčné procesy, kterými se odlišují buňky aktivované a 

proliferující od těch, které se nemnoží. K měření potenciálu MSC inhibovat proliferaci stimu-

lovaných buněk jsme využili dvou metod. Kultivace buněk probíhá pro oba postupy shodně, 

liší se ale v závěrečné detekci a analýze výsledků. 

 

 Sterilní kultivace buněk pro proliferační testy probíhala vždy v médiu RPMI 1640 v 

96jamkové destičce (Nunc, Roskilde, Danmark) po dobu 72h, při 37 °C. Všechny pokusy byly 

nasazovány v dubletech. Konečný objem v jamce byl 200 µl a obsahovala:  

1) Reaktivní splenocyty (Spl) kmene BALB/c (100tis buněk/jamka). 

2) MSC nebo jejich supernatanty, jejichž inhibiční schopnosti na reaktivní Spl by-

ly studovány. Pocházely z myších kmenů BALB/c nebo C57B6.  

3) Stimulans proliferace – nespecifické mitogeny. Používaným mitogenem pro 

myší Spl byl konkanavalin A (ConA; Sigma Aldrich) případně lipopolysacharid (LPS; Di-

fco Labs, Detroit, MI, USA), jejichž konečná koncentrace byla 1,25 µg/ml. 
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5.5.2.1 Proliferační test s 3H-thymidinem 

 Metoda je založena na inkorporaci tritiem značeného thymidinu (3H-Thy) do nově 

syntetizované DNA v proliferujících buňkách. Výsledná radioaktivita je tedy úměrná míře 

proliferace buněk v daném kultivačním prostředí.  

 Na posledních 6 hodin inkubace buněk bylo přidáno 0,5 µCi 3H-Thy (Ústav pro vý-

zkum radioizotopů, Řež, ČR) na jamku. Po uplynutí této časové lhůty byly buňky 

z jednotlivých jamek staženy na harvestorový papír, který byl po vysušení přenesen do lahvi-

ček se scintilačním roztokem obsahujícím toluen, 4 g/l 2,5-difenyloxazol (PPO; C15H11NO), 

100 mg/l 1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl) benzen (POPOP; C26H20N2O2). Radioaktivita byla mě-

řena pomocí kapalné scintilace na přístroji Ray-Test.  

5.5.2.2 Proliferační test s WST-1  

 V případě WST-1 se měří proliferace úměrně aktivitě mitochondriální dehydrogená-

zy, která tuto tetrazoliovou sůl štěpí na výrazný barevný produkt. Výsledná viabilita a pro-

liferace buněk se tedy měří kolorimetricky po čtyřhodinové inkubaci v termálním boxu. K 

buněčné suspenzi bylo přidáno 10 µl WST-1 na 100 µl v kultivační jamce. 

 

5.5.3 Ovlivnění mezenchymálních kmenových buněk  

 Sledovali jsme rozdíly ve vlastnostech MSC po ovlivnění různými faktory. Tyto biolo-

gicky aktivní látky byly přidávány, pokud není uvedeno jinak, v konečných koncentracích: 

c(LPS)=1,25 μg/ml, c(TGFβ)=2 ng/ml, c(IL-1α/-1β/-2/-4/-6/-10/-12/-15/-17/-21/IFNγ/TNFα/ 

FSL-1/Pam3) =5 ng/ml (PeproTech, Rocky Hill, NJ). Pokud byl přidáván stimulační IFNγ, byla 

jeho koncentrace opět c=5 ng/ml.  

 

5.5.4 ELISA 

5.5.4.1 Kultivace buněk 

1) Kultivace Spl pro měření vlivu MSC na produkci cytokinů pomocí ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) testu probíhala ve 48jamkové destičce (Costar, Corning Incorpo-

rated, USA). Suspenze myších Spl (0,5∙106 buněk) kmene BALB/c byla stimulována ConA 
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(konečná koncentrace 1,25 µg/ml). Následně byly dodány buď MSC v poměru 1 : 4 

k reaktivním Spl, případně byly přidány supernatanty z MSC (500 µl).  Celkové inkubace 

probíhala v objemu 1 ml/jamka. 

2) Sledovali jsme též vliv MSC/supernatantů na produkci cytokinů makrofágy. V takovém 

případě probíhala kultivace v 96jamkových destičkách (Nunc, Roskilde, Danmark), v ob-

jemu 220 µl. Počet MSC byl stanoven na 4tis/jamka, makrofágů připadlo na jamku 

100tis. V případě, že byly použity supernatanty z MSC, byla do jamky přidána opět polo-

vina celkového objemu.   

5.5.4.2 Detekce cytokinů  

 Sledována byla produkce pěti cytokinů: IL-2, IFN-γ, IL-6, IL-4 a IL-10. Pro jednotlivé 

cytokiny byly stanoveny intervaly odebírání supernatantů (á 220 µl) k následné analýze tak-

to: 1) pro analýzu produkce IL-2 byl supernatant odebírán 24 hodin po nasazení pokusu, 2) 

pro IFN-γ a IL-6 po 48 hodinách, 3) pro IL-4 a IL-10 po 72 hodinách od počátku inkubace. 

Supernatanty byly až do analýzy skladovány v -18 °C. 

 Na dno vysoce adsorpčních 96jamkových destiček (Costar) byla přes noc navázána 

primární protilátka proti jmenovaným cytokinům. 0,1M roztok NaHCO3 s primární protilát-

kou (primární protilátka proti IL-2, IL-6 nebo IFN-γ v koncentraci 0,76 µg/ml, primární proti-

látky proti IL-4/IL-10 v koncentraci 2,38 µg/ml) byl rozpipetován v množství 50 µl/jamka. 

Inkubace probíhala přes noc při 4 °C. 

  Následující den byly vzorky třikrát promyty PBS s přídavkem Tween-20 a zbylý volný 

povrch dna jamek byl během dvouhodinové inkubace při laboratorní teplotě nespecificky 

zablokován blokovacím roztokem (á 100 µl/jamka). Destičky byly následně 3x promyty a do 

jamek byly po dvojicích naneseny: blank (čisté 10% médium RPMI), cytokinové standardy a 

vzorky, vše po 100 µl. Inkubace probíhala opět přes noc při 4 °C. 

 Příští den byly vzorky čtyřikrát promyty a 1 hodinu inkubovány se sekundární proti-

látkou označenou biotinem, opět v objemu 100 µl (sekundární protilátky proti IL-2, IL-6 ne-

bo IFN-γ v koncentraci 0,38 µg/ml, sekundární protilátky proti IL-4/IL-10 v koncentraci 1,19 

µg/ml blokovacího roztoku). Destičky byly následně šestkrát promyty a po dobu 45 min in-

kubovány s roztokem avidinperoxidázy (koncentrace 2,5 µg/ml v blokovacím roztoku; 100 

μl/jamka).  
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 Na závěr, po osmerém promytí, bylo do jamek přidáno 100 μl substrátu ABTS pro 

peroxidázu (roztok 2,2´-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) s H2O2), který po 

enzymatické reakci poskytuje barevný produkt úměrný koncentraci cytokinu ve vzorku a 

měřitelný na spektrofotometru, jehož filtry byly nastaveny na vlnové délky měří-

cí/referenční: 405/630 nm.  

 

5.5.5 Griessova reakce 

 Inkubace buněk pro zjištění produkce NO v systému probíhá v 48jamkové destičce 

(Costar). NO produkují nejrůznější typy buněk, jejich množství se tedy v jednotlivých poku-

sech liší. Nejmenší potřebný celkový objem v jamce je 250 µl, jelikož následně bylo do de-

tekční 96jamkové destičky (Nunc) přeneseno 2 x 100 µl supernatantu. K blanku (čisté kulti-

vační 10% médium RPMI 1640), standardům (pětičlenná ředící řada NaNO2 ředěného v 10% 

médiu RPMI 1640) a též ke vzorkům bylo přidáno 100 µl směsi dvou roztoků (A a B, smícha-

ných v poměru 1 : 1; složení viz. Roztoky a média), které po reakci s NO přítomným 

v systému poskytly barevný fenolový produkt, jehož intenzita je opět úměrná koncentraci 

původně přítomného NO a je měřitelná na spektrofotometru, měřicí filtr 570 nm.  

 

5.5.6 Reverzní transkripce, PCR 

 Při analýze expresního profilu jednotlivých buněčných typů, resp. různě ovlivněných 

buněk, je prvním krokem izolace celkové RNA. Ta se následně reverzní transkripcí přepisuje 

do podoby dvouřetězcové DNA a ta je podrobena analýze na přítomnost původních hleda-

ných transkriptů.  

 Z buněk kultivovaných v 48jamkové destičce (Costar) bylo odstraněno médium a byly 

převedeny do TRI REAGENTu (MRC, Cincinnati, USA) do plastových zkumavek zbavených 

DNáz a RNáz (Neptune). V TRI REAGENTu je možné buňky zamrazit, než se přikročí k vlastní 

izolaci RNA. Tehdy byl po 5min inkubaci při pokojové teplotě k buňkám přidán chloroform 

(1/5 objemu TRI REAGENTu). Po 10 min byly buňky stočeny na centrifuze při nízké teplotě 

(15 min, při 12000 rcf). Výsledkem byla rozdělení suspenze na dvě fáze – spodní fenolovou a 

horní vodnou, ve které byla rozpuštěná RNA. Vrchní fáze byla přepipetována do nové zku-
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mavky a bylo k ní přidáno stejné množství isopropanolu. Po dobu 5-10 min při pokojové tep-

lotě se srážela RNA, poté byla zkumavka opět centrifugována (8 min, 12000 rcf). Po tomto 

kroku byla na dně usazena peleta vyizolované RNA. Supernatant byl odlit, byla odsáta zbylá 

kapka a RNA byla opláchnuta 75% ethanolem. Poté, co byla RNA vysušena při 40 °C, byla 

rozpuštěna ve 20 µl H2O (Top-Bio, Praha, Česká republika) bez RNáz (65 °C/5 min). Následně 

již byla RNA uchovávána na ledu.  

 Po kontrole čistoty RNA pomocí elektroforézy na 1% agarózovém gelu s ethidium-

bromidem byla RNA reverzní transkripcí přepsána do komplementární DNA (cDNA). K tomu 

byl využit směs náhodných hexamerů (Promega Corporation, Madison, WI, USA), volné deo-

xyribonukleotidtrifosfáty (dNTP; Invitek, Berlin, Germany), a kit SuperScript III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen).  

 Z cDNA byl následně zjišťován expresní profil jednotlivých buněčných typů/různě 

ovlivněných buněk pomocí klasické polymerázové řetězové reakce (PCR). Rozdílnou expresi 

sledovaných imunologicky významných proteinů jsme vztahovali na shodnou míru exprese 

glyceraldehydfosfát dehydrogenázy (GAPDH) a vizualizovali na elektroforetickém 2% agaró-

zovém gelu s ethidiumbromidem. Jednotlivé PCR z cDNA jsme prováděli za využití PPP Mas-

ter Mixu (Top-Bio), příslušných primerů (viz. Tabulka, Generi-Biotech) a PCR H2O (Top-Bio). 

PRIMER SEKVENCE 

GAPDH S 5´-GGG TGT GAA CCA CGA GAA AT-3´ 

GAPDH A 5´-ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA-3´ 

IL-1 S 5´-CAG GAT GAG GAC ATG AGC ACC-3´ 

IL-1 A 5´-CTC TGC AGA CTC AAA CTC CAC-3´ 

IL-6 S 5´-AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA-3´ 

IL-6 A 5´-TTC TGA AAG TGC ATC ATC GT-3´ 

TGFβ S 5´-GCA GGA TAA TTG CTG CCT TC-3´ 

TGFβ A 5´-TTC GAT CTT GGG CGT ATT TC-3´ 

IFNγ S 5´-TAC TGC CAC GGC ACA GTC ATT GAA-3´ 

IFNγ 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 použitých primerů.  
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5.5.7 Průtoková cytometrie 

 Průtoková cytometrie je založena na fluorescenčním značení a charakterizaci jednot-

livých buněk skrze specifické povrchové nebo intracelulární markery. Využívá se monoklo-

nálních protilátek, které mají na svém Fc segmentu navázaný fluorofor, který se po ozáření 

laserem příslušné barvy excituje a emitované záření je detekováno a následně softvérově 

analyzováno.  

 Na průtokovém cytometru jsme především zjišťovali přítomnost negativních markerů 

na populaci MSC a dále zastoupení buněk Treg a Th17 ve slezinných suspenzích. Pro detekci 

těchto buněk se využívá jejich charakterizace jak povrchovými, tak intracelulárními markery. 

Při intracelulárním značení je nutné zařadit krok permeabilizace a fixace buněk, aby mohla 

příslušná fluorescenčně značená protilátka proniknout dovnitř do buněk. 

5.5.7.1 Značení povrchových markerů 

  Z odebraných vzorků slezin se za využití homogenizátoru vytvoří suspenze, které se 

po centrifugaci převedou z média do PBS. Z dostatečně zředěné koncentrace se Spl suspen-

ze rozpipetují po 200 µl do 96jamkové FACSové destičky (Nunc), která se udržuje na ledu. Po 

centrifugaci (3 min, 170 rcf), se buňky nejprve barví protilátkami proti povrchovým marke-

rům. V případě zjišťování zastoupení Treg a Th17 ve slezinných suspenzích se buňky primár-

ně označí fluorescenční značkou Pacific blue (c=1 µg/ml; Fixable Viability Dye eFluor® 450, 

eBioscience), která se váže na fosfolipidy mrtvých buněk a monoklonální protilátkou 

(s navázaným derivátem fluoresceinu) proti povrchovému markeru CD4 (AntiCD4-FITC, c=10 

µg/ml; BioLegend). Barvení probíhá 30 min při 4 °C v objemu 10 µl na jamku. Vzorky se ná-

sledně dvakrát promyjí PBS.  

 Při analýze MSC a stanovení negativních markerů, se barvily buňky resuspendované 

v PBS jednokrokově monoklonálními Ab proti povrchovým znakům CD45 (AntiCD45-PE, c=4 

µg/ml, značená fykoerythrinem; BioLegend) a CD11b (AntiCD11b-APC, c=4 µg/ml, značená 

alofykocyaninem; Bio-Legend). Barvení probíhá 30 min při 4 °C v objemu 10 µl na jamku. 

Vzorky se následně dvakrát promyjí PBS, ve kterém se před analýzou též resuspendují a 10 

min před analýzou se označí DNA mrtvých buněk fluorescenční značkou Hoechst 33258.  
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5.5.7.2 Značení intracelulárních markerů 

 Buňky se podrobí permeabilizačnímu činidlu (koncentrát : diluent v poměru 1 : 3, 100 

µl na jamku; Fixation/Permeabilization Diluent and Concentrate, eBioscience) a inkubují při 

4 °C 30 min. Po promytí 150 µl omývacího roztoku (koncentrát : deionizovaná H2O v poměru 

1 : 9; 10x Permeabilization Buffer, eBioscience) a opětovné centrifugaci, se buňky inkubují 

s protilátkami proti transkripčním faktorům FoxP3 (AntiFoxP3-PE, c=4 µg/ml roztoku; eBios-

cience) a RORγt (AntiRORγt-PE, naředěno v omývacím roztoku na c=4 µg/ml; eBioscience). 

Značení probíhá opět 30 min při 4 °C v objemu 10 µl na jamku. Po následné dvojí sadě pro-

mývání (omývacím roztokem) se buňky resuspendují ve 150-200 µl omývacího roztoku 

(podle počáteční koncentrace buněk) a následně se již analyzují na průtokovém cytometru. 

 

5.5.8 Barvení mezenchymálních kmenových buněk PKH-26 

 Pro studium migrace MSC do tkání a orgánů, případně pro následnou analýzu na prů-

tokovém cytometru jsme buňky značili pomocí PKH-26. Kit (PKH26GL-1KT, Sigma-Aldrich) 

obsahuje vlastní fluorescenční barvu PKH-26 a ředící roztok Diluent C. Postup barvení byl 

přejat z protokolu kitu. Práce probíhá ve sterilním prostředí laminárního boxu. 

 MSC byly po 2-3týdenní kultivaci uvolněny z kultivačních lahví a centrifugovány ve 

zkumavce (8 min při 170 rcf). Supernatant byl slit a peleta resuspendována v PBS, kterým 

byla zkumavka doplněna do plného objemu a opět centrifugována. Tento postup byl opako-

ván ještě jedenkrát (pro odstranění reziduálního séra, které by interferovalo s barvením). Po 

druhém stočení buněk v PBS byl supernatant důkladně odstraněn a k buňkám byl přidán 1 

ml Diluentu C. Ve vedlejší zkumavce byl připraven barvící roztok sestávající z 1 ml Diluentu C 

a 5 µl PKH-26. Obsahy obou zkumavek se následně smíchaly a ideálně v zatemněné zkumav-

ce byly buňky s barvičkou inkubovány 4 min za občasného protřepávání. Pro inaktivaci pro-

cesu inkorporace značící sondy do buněčné membrány se následně přidaly 2 ml FCS. Po cen-

trifugaci a slití supernatantu byl přidán 1 ml 10% média a odebrán vzorek pro spočítání 

množství živých buněk (9 µl buněčné suspenze smícháno s 1 µl Trypanové modři, která 

obarví jádra mrtvých buněk). Zkumavka byla doplněna médiem a opět stočena (pro odmytí 

nenavázané fluorescenční barvy v roztoku). Následně byla provedena výměna média za čer-
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stvé v požadovaném množství pro další využití, případně pro intravenózní aplikaci byly buň-

ky resuspendovány v PBS.  

 

5.5.9 Intravenózní aplikace mezenchymálních kmenových buněk 

 Při studiu migračních schopností MSC, ale i za sledováním jejich vlivu na imunitní 

odpovědi, jsme tyto buňky intravenózně aplikovali myším kmene BALB/c. Buňky byly pře-

dem ovlivněny po dobu 24h LPS (c=1,25 μg/ml) nebo TGFβ (c=2 ng/ml), případně ponechány 

neovlivněné. Poté byly obarveny PKH-26 a následně v množství 200tis injikovány do ocasní 

žíly. Myším bylo na zádech v úrovni lopatek provedeno simulované poranění, ke kterému byl 

subkutánně aplikován LPS (n=5 μg) pro podpoření zánětlivé reakce. Pro kontrolu byla pone-

chána jedna myš pouze s poraněním (bez podaných MSC). Myši byly usmrceny po 24h od 

aplikace MSC a byly z nich pro další analýzu odebrány slezina, uzliny, játra, plíce, tuková tkáň 

a kůže v místě poranění, které byly uloženy do PBS s přídavkem azidu sodného. Následně 

byly pozorovány pod fluorescenční binolupou. 

 

5.5.10 Diferenciace MSC 

 MSC jsou definovány schopností diferencovat v další buněčné typy mezodermálního 

původu, jako jsou osteoblasty, chondroblasty, adipocyty a další. Pro potvrzení jejich fenoty-

pu se k MSC přidávají činidla, kterými se dociluje jejich in vitro diferenciace. My jsme sou-

středili pozornost především na diferenciaci pomocí osteogenního a adipogenního činidla.  

 MSC jsme nechali ve 24jamkové destičce narůst do 80-90% konfluence. Diferenciace 

následně probíhala v objemu 1 ml přibližně 2 týdny, přičemž kompletní výměna média 

s činidly byla provedena každé 3-4 dny.  
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5.5.10.1 Adipogenní diferenciace a barvení produktů 

 Na 10 ml 10% DMEM: 

- 1 µl dexametazonu  

- 10 µl IBMX  

- 10 µl inzulinu  

- 100 µl indometacinu  

 Produkty adipogenní diferenciace se nejprve 1 hod fixují formaldehydem a po 

opláchnutí 60% isopropanolem a oschnutí se barví Oil Red O (0,7 g Oil Red O na 200 ml iso-

propanolu; pro vlastní barvení se následně roztok naředí v poměru 6 : 4 ddH2O). Přebytečná 

barva se následně oplachuje ddH2O. 

5.5.10.2 Osteogenní diferenciace a barvení produktů 

 Na 10 ml 10% DMEM: 

- 1 µl dexametazonu  

- 200 µl G2P 

- 5 µl AA 

 Produkty osteogenní diferenciace se v destičce po fixaci formaldehydem a promytí 

dH2O barví v intervalu 30 sec Alizarin Red S (4g Alizarin Red S na 200 ml ddH2O, pH upraveno 

na 4,1 – 4,3). Z jamky se přebytečná barva opět vymývá ddH2O. 

 

5.5.11 Statistická analýza 

 Data jsou prezentována jako průměrná hodnota + standardní odchylka. Statistická 

signifikance byla stanovena pomocí párového t-testu. Hodnoty P ≤ 0,05 (*) nebo P ≤ 0,01 

(**) byly považovány za signifikantní.   
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6 Výsledky 

6.1 Charakterizace MSC izolovaných z kostní dřeně a z tukové tkáně  

6.1.1 Povrchové markery 

 Zpočátku byly testy prováděny s MSC izolovanými z kostní dřeně, BM-MSC. Posléze, 

po zavedení protokolu izolace MSC z tukové tkáně, jsme přistoupili k využívání rychleji ex-

pandujících AT-MSC. Populaci jsme podrobili analýze na průtokovém cytometru na nepří-

tomnost vybraných negativních markerů, sice CD45, CD11b a MHCgpII. Pro tento účel jsme 

využili transgenní myší kmen (MHCgpII/eGFP knock-in na pozadí 129/v, H-2b) specificky ex-

primujících gen pro zelený fluorescenční protein (green fluorescent protein, GFP) v MHCgpII. 

Po převedení buněk do PBS jsme je obarvili pomocí fluorescenčně značených Ab proti leu-

kocytární extracelulární fosfatáze CD45 a leukocytární adhezivní molekule CD11b. Současně 

jsme využili knock-in genu pro GFP, jehož pozitivní signál značí expresi MHCgpII. Následná 

analýza na průtokovém cytometru ukázala, že v populaci kultivovaných AT-MSC se vyskytuje 

maximálně 1,78% CD45+ buněk, 2,09% MHCgpII pozitivních buněk a 1,66% CD11b+ buněk. 

Čistota populace je tedy s ohledem na zvolené negativní markery 95% (Obr. 3).  

 

6.1.2 Adipogenní a osteogenní diferenciace 

 Další charakteristickou vlastností MSC je schopnost pod vlivem příslušných faktorů 

diferencovat v buňky mezodermální tkáně. Získali jsme buňky diferencované v adipocyty a 

osteoblasty (Obr. 4), podařilo se nám tedy prokázat další z rysů charakteristických pro MSC. 
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Obr. 3: Stanovení přítomnosti vnějších markerů na AT-MSC a stanovení čistoty populace. 

Buňky byly po třítýdenní kultivaci analyzovány na průtokovém cytometru na nepřítomnost negativ-

ních povrchových znaků CD45, CD11b a MHCgpII. Z populace živých buněk byly vybrány ty, které 

procházely proudem před detekčním laserem jednotlivě. Z těchto buněk byly následně vyznačeny 

buňky negativní na sledované markery, tedy populace AT-MSC o čistotě 95%. 

 

 

 

 

  

Obr. 4: Produkty adipogenní a osteogenní diferenciace. Adipocyty obarvené Oil Red O (A) a 

osteoblasty barvené Alizarin Red S (B). (C) detail produktu adipogenní diferenciace s patrnými tuko-

vými kapénkami. Zvětšení 400x.  
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6.1.3 Inhibiční vlastnosti 

 Mezi hlavní prováděné pokusy patřily proliferační testy Spl. Je známo, že MSC kokul-

tivované se Spl mají inhibiční efekt na jejich proliferaci. Jelikož kultivace AT-MSC je méně 

náročná, resp. jedná se o, v in vitro systému, rychleji expandující buňky a současně většina 

dosavadních prací využívala k inhibičním pokusům BM-MSC, porovnali jsme nejprve vliv BM-

MSC a AT-MSC na proliferaci stimulovaných Spl. Ke Spl stimulovaným ConA byly přidány 

BM-MSC, resp. AT-MSC (Obr. 5). MSC byly přidávány v ředící řadě, abychom postihli větší 

množství koncentračních poměrů vůči reaktivním Spl a eventuálně určili koncentraci MSC, 

kdy již není jejich inhibiční účinek na polyklonálně stimulované Spl patrný. Ze srovnání vlivu 

MSC izolovaných ze dvou druhů tkáně dospělého organismu vyplývá, že obě populace MSC 

mají obdobné inhibiční vlastnosti na proliferaci Spl stimulovaných ConA. Vzhledem 

k pozitivní korelaci srovnávacích testů mezi BM-MSC a AT-MSC jsme následné dílčí experi-

menty již prováděli se snáze izolovatelnými a kultivovatelnými AT-MSC. 

 

 

Obr. 5: Srovnání inhibičních schopností MSC izolovaných z kostní dřeně a z tukové tkáně 

na proliferaci stimulovaných splenocytů. Spl myši BALB/c byly inkubovány v čistém médiu, pro 

zjištění bazální hodnoty proliferace (Spl); stimulovány konkanavalinem A (Spl+ConA), stimulovány 

ConA a kultivovány společně s MSC z kostní dřeně (BM-MSC) případně s MSC z tukové tkáně (AT-

MSC).  MSC byly přidány v ředící řadě s postupným zvyšováním poměru Spl : MSC (4 : 1 – 128 : 1). 

Uvedeny jsou hodnoty cpm. Prezentován je jeden reprezentativní výsledek. 
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6.2 In vitro experimenty I 

6.2.1 Základní ovlivnění mezenchymálních kmenových buněk rozpustnými fak-

tory 

 Jedním z našich cílů bylo určit, jak by bylo možné imunomodulační účinek MSC posí-

lit. Zvolili jsme primárně dvě imunologicky významné látky s protichůdným účinkem, TGFβ a 

LPS. TGFβ je jedním z hlavních imunosupresivních cytokinů, zatímco LPS, produkt Gram-

negativních bakterií působící v organismu jako endotoxin, vyvolává po vazbě na TLR silnou 

imunitní odpověď a je tedy imunostimulační.  

 MSC byly preinkubovány spolu s TGFβ nebo LPS, popřípadě ponechány neovlivněné, 

referenční. Nejprve bylo provedeno stanovení vhodného intervalu působení LPS a TGFβ na 

kulturu MSC. Buňky byly omyty čerstvým médiem po 16h, 24h nebo 48h (Obr. 6A, B, C). Ná-

sledně byly MSC přidány v klesajícím poměru vůči reaktivním Spl stimulovaným ConA. Pro-

liferace Spl byla měřena pomocí testu inkorporace 3H-thymidinu. Po 16 hodinách preinku-

bace MSC s TGFβ a LPS ještě není pozorován výraznější inhibiční efekt. Naopak po 

48hodinové inkubaci s rozpustnými faktory se rozdíly mezi jednotlivými MSC stírají. Pro ná-

sledné experimenty jsme tedy zvolili dobu inkubace MSC s biologicky aktivními látkami 24h.  
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Obr. 6: Kalibrace doby preinkubace kultury MSC s imunologicky aktivními látkami. MSC 

byly ovlivněny TGFβ (MSC(TGF)) nebo LPS (MSC(LPS)), popřípadě ponechány referenční, neovlivněné 

(MSC(-)). Buňky byly opláchnuty po 16h (A), 24h (B) nebo 48h (C). Následně byly MSC v klesají-

cím poměru přidány k reaktivním Spl, které byly stimulovány ConA. Proliferace Spl byla měřena po 

72h kokultivace s MSC pomocí testu inkorporace 3H-Thymidinu. Uvedeny jsou hodnoty cpm. 
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6.2.2 Inhibiční testy I 

 V tomto formátu, preinkubace MSC po dobu 24h s TGFβ a LPS, jsme provedli četná 

opakování inhibičního pokusu (Obr. 7A). Koncentrace těchto biologicky aktivních látek byly 

nastaveny na c(TGFβ) = 2 ng/ml a c(LPS) = 1,25 μg/ml, a to na základě kalibrace účinků jme-

novaných látek v různých koncentracích na inhibiční schopnosti MSC (Obr. 7B). Z Obr. 7 je 

patrné, že v in vitro podmínkách má imunosupresivní cytokin TGFβ pro inhibiční vlastnosti 

MSC podpůrný efekt, zatímco LPS, mykobakteriální ligand TLR, inhibici proliferace Spl mírně 

potlačuje. Zároveň se s klesajícím poměrem MSC vůči Spl všeobecně snižuje i inhibiční efekt, 

což značí koncentračně závislou inhibici vlivem MSC.  

  

Obr. 7A: Inhibiční test. MSC byly po dobu 24h ovlivněny TGFβ (MSC(TGF)) nebo LPS (MSC(LPS)), 

popřípadě ponechány referenční, neovlivněné (MSC(-)). Poté byly inkubovány se Spl stimulovanými 

ConA. Po 72h byla měřena proliferace Spl pomocí inkorporace 3H-thymidinu. Vyhodnocení inhibice 

je uvedeno v procentuální změně míry proliferace Spl po kokultivaci s MSC. Jako referenční hodnota 

je brána proliferace (Spl+ConA). Jednotlivé body řad představují průměrné hodnoty + standardní  

odchylky z deseti nezávislých opakování. 

 

 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

4 : 1 16 : 1 64 : 1 

M
ír

a 
p

ro
lif

er
ac

e 
Sp

l v
 s

ys
té

m
u

 (
%

) 

Spl : MSC 

A 

Spl Spl+ConA MSC(-) MSC(LPS) MSC(TGF) 



Str. 49 
 

 

 

Obr. 7B: Inhibiční test. MSC byly po dobu 24h ovlivněny dvěma různými koncentracemi TGFβ 

(MSC(TGF1/2); c(TGF1)=2 ng/ml, c(TGF2)=1 ng/ml) nebo LPS (MSC(LPS1/2); c(LPS1)=2,5 μg/ml, 

c(LPS2)=1,25 μg/ml), popřípadě ponechány neovlivněné, referenční (MSC(-)). Poté byly inkubovány 

se Spl stimulovanými ConA. Po 72h byla měřena proliferace Spl pomocí inkorporace 3H-thymidinu. 

Vyhodnocení inhibice je uvedeno v procentuální změně míry proliferace Spl po kokultivaci s MSC. 

Jako referenční hodnota je brána proliferace (Spl+ConA). Prezentován je reprezentativní výsledek 

z deseti opakování. 
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6.2.3 Produkce cytokinů I 

 Kromě sledování efektu různě ovlivněných MSC na proliferaci Spl jsme se zaměřili i 

na detekci cytokinů produkovaných Spl po kokultivaci s těmito MSC. Kultivace buněk probí-

hala v poměru 4 : 1 Spl vůči MSC, jelikož v tomto nastavení byl pozorován největší vliv MSC 

na proliferaci Spl.  

 IL-2 je hlavním růstovým faktorem T lymfocytů, stimulačně působí ale i na další bu-

něčné typy. IL-2 je jako IFNγ produkován zejména Th1 subpopulací T buněk. Naopak IL-4 a 

IL-10 jsou především produkty Th2 lymfocytů a vykazují tlumivé účinky na zánětlivé reakce, 

tedy i na Th1 subpopulaci. Vzhledem k povahám TGFβ a LPS bylo očekáváno, že MSC ovliv-

něné imunostimulačním LPS (MSC(LPS)) budou i přes primárně imunosupresivní působení 

MSC relativně podporovat sekreci prozánětlivých cytokinů IL-2 a IFNγ, zatímco TGFβ bude 

skrze MSC (MSC(TGF)) ve Spl indukovat expresi protizánětlivých IL-4 a IL-10.  

 Z  analýzy supernatantů Spl po kokultivaci s různě ovlivněnými MSC ELISA testem 

(Obr. 8) vyplývá, že MSC(LPS) podporují Spl v produkci IL-2 a IFNγ, ale též IL-10, vše nad úro-

veň samotných Spl stimulovaných ConA (Spl+ConA). MSC(LPS) v porovnání s ostatními typy 

MSC současně nejméně potlačují produkci IL-4. MSC(TGF) naopak úspěšně inhibují produkci 

IFNγ, nepodporují ale expresi protizánětlivých cytokinů. 
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 Obr. 8: Analýza produkce cytokinů stimulovanými Spl v přítomnosti MSC. MSC byly po 

dobu 24h ovlivněny TGFβ (MSC(TGF)) nebo LPS (MSC(LPS)), popřípadě ponechány referenční, neo-

vlivněné (MSC(-)). Poté byly inkubovány se Spl stimulovanými ConA. Po 24h (IL-2), 48h (IFNγ) nebo 

72h (IL-4, IL-10) byly odebrány supernatanty k analýze produkce jmenovaných cytokinů. Výsledky 

jsou vyneseny v procentuálních změnách produkce cytokinů vztažených k produkci (Spl+ConA). Data 

představují průměry + standartní odchylky z pěti nezávislých opakování. (*P ≤ 0,05)  
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6.2.4 Expresní profil mezenchymálních kmenových buněk 

 

 Jelikož jsme pozorovali rozdíly v působení různě ovlivněných MSC na proliferaci a 

produkci cytokinů Spl, stanovili jsme expresní profil těchto buněk. Izolovali jsme RNA z MSC 

po 24h inkubaci s LPS (c=1,25 μg/ml) a TGFβ (c=2 ng/ml), následnou reverzní transkripcí a 

PCR jsme určovali míru exprese imunologicky významných cytokinů a enzymů MSC  

(Obr. 9).  

 MSC po ovlivnění LPS navyšovaly oproti neovlivněné kontrole (MSC(-)) zejména ex-

presi imunostimulačních (IL-1, IL-6) faktorů. MSC ovlivněné TGFβ zřetelně zvýšily transkripci 

genu pro TGFβ. Též oproti kontrole indukovaly produkci mRNA pro IL-6, ne však v takové 

míře, jako MSC stimulované LPS. Exprese IL-10 byla ve všech typech MSC na velmi nízké 

úrovni. Žádné z MSC neprodukovaly IFNγ ani IL-2.  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9: Stanovení expresního profilu MSC po ovlivnění 

LPS a TGFβ. Z MSC ovlivněných po dobu 24h LPS (MSC(LPS)) 

nebo TGFβ (MSC(TGF)) a neovlivněných (MSC(-)) byla izolována 

RNA, která byla reverzní transkripcí přepsána do cDNA. Z té byla 

následně pomocí PCR stanovena míra exprese jednotlivých fak-

torů.  
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6.3 In vivo experimenty 

  

 Cílem in vitro pokusů bylo identifikovat postupy, kterými by bylo možné získat po-

tenciálně úspěšnější imunoregulační MSC a ty následně transferovat do in vivo experimentů. 

 Sledovali jsme rozdíly mezi alogenními a syngenními MSC. Buňky izolované z tukové 

tkáně myší kmene BALB/c nebo C57B6 a ovlivněné dle základního schématu (-/LPS/TGF) 

jsme intravenózně aplikovali myším BALB/c. Pro porovnání migračních schopností jim bylo 

na zádech provedeno poranění, do jehož bezprostředního okolí byl injikován roztok LPS, aby 

byl v místě poranění simulován zánět. Po 24h byly jednotlivým myším odebrány sleziny. Byla 

testována proliferační odpověď buněk, dále bylo měřeno procentuální zastoupení FoxP3 

(Treg) a Rorγt (Th17) pozitivních buněk a byly sledovány změny v produkci cytokinů. Součas-

ně byla sledována migrace takto ovlivněných MSC do tkání a orgánů. 

6.3.1 Proliferace, zastoupení Treg a Th17 buněk, produkce cytokinů 

 Proliferační test. V proliferačním testu (Obr. 10A) byla proliferace Spl po stimulaci 

ConA nejúčinněji inhibována v myši, které byly aplikovány syngenní MSC ovlivněné TGFβ, za 

nimi následovaly Spl z myší se syngenními MSC ovlivněnými LPS a alogenními MSC ovlivně-

nými TGFβ. Přidaný LPS do systému proliferaci Spl významně neindukoval. 

 Zastoupení Treg a Th17. Na snížení zastoupení CD4+Rorγt+ buněk oproti kontrol-

ním myším měly nejmenší vliv (syngenní i alogenní) MSC ovlivněné TGFβ (Obr. 10B). Intra-

venózně aplikované MSC ovlivněné LPS naopak přítomnost takto definovaných Th17 buněk 

inhibovaly nejlépe. Zastoupení Treg lymfocytů ve slezinách jednotlivých myší bylo nejlépe 

podpořeno aplikací MSC ovlivněných LPS (Obr. 10C), jinak nebyl vliv podaných buněk vý-

znamný.  

 Produkce cytokinů (Obr. 11). Produkce IL-2 byla nejvíce snížena u Spl pocházejí-

cích z myší, kterým byly podány syngenní MSC ovlivněné TGFβ. Tyto myši produkovaly tak-

též nejméně prozánětlivého IFNγ. Jeho koncentraci snižovaly i Spl z myší, kterým byly podá-

ny alogenní MSC ovlivněné LPS. Produkce IL-4 a IL-10, ale i IFNγ a IL-2 byla podpořena po 

aplikaci neovlivněných MSC (syngenních i alogenních).  
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Obr. 10: Působení ovlivněných MSC po intravenózní aplikaci na proliferaci a zastoupení 

Treg a Th17 buněk ve slezině. Syngenní nebo alogenní MSC ovlivněné LPS/TGFβ byly intravenóz-

ně aplikovány myším BALB/c. Ze Spl odebraných po 24h byl nasazen proliferační test (A) nestimulo-

vaných buněk (-), stimulovaných ConA (ConA) nebo LPS (LPS). Dále bylo sledováno zastoupení 

CD4+Rorγt+ (B) a CD4+FoxP3+ (C) buněk. K = Spl z kontrolní myši; Ks = Spl z myši se simulovaným po-

raněním bez aplikace MSC; C57B6(-/LPS/TGF) = Spl z myší po aplikaci alogenních různě ovlivněných 

MSC; BALB/c(-/LPS/TGF) = Spl z myší po aplikaci syngenních různě ovlivněných MSC. Data představují 

průměry + standartní odchylky ze tří nezávislých opakování. (*P ≤ 0,05) 
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Obr. 11: Vlivy ovlivněných MSC po intravenózní aplikaci na produkci cytokinů Spl. Syn-

genní nebo alogenní MSC ovlivněné LPS/TGFβ byly intravenózně aplikovány myším BALB/c. Spl ode-

brané po 24h byly analyzovány na produkci cytokinů IL-2 (po 24h v kultuře), IFNγ (po 48h), IL-4 a IL-

10 (po 72h). K = Spl z kontrolní myši; Ks = Spl z myši se simulovaným poraněním bez aplikace MSC; 

C57B6(-/LPS/TGF) = Spl z myší po aplikaci alogenních různě ovlivněných MSC; BALB/c(-/LPS/TGF) = 

Spl z myší po aplikaci syngenních různě ovlivněných MSC. Data představují průměry + standartní 

odchylky ze tří nezávislých opakování. (*P ≤ 0,05) 
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6.3.2 Migrační vlastnosti  

 Z myší, kterým byly intravenózně aplikovány syngenní MSC ovlivněné v základním 

schématu pokusu, byly odebrány tříselné uzliny, játra, plíce, slezina, tuková tkáň a kůže s 

poraněním. MSC byly předem fluorescenčně označeny, proto mohly být orgány následně 

pozorovány pod fluorescenční binolupou a bylo možné identifikovat rozdílnou migrační 

schopnost ovlivněných buněk (Obr. 12A-F).  

 MSC byly v různé míře identifikovány ve všech jmenovaných tkáních, z toho nejzře-

telněji v plicní tkáni (Obr. 12B). Při porovnání jednotlivých typů MSC nejvýrazněji putovaly 

MSC ovlivněné LPS a to do sleziny (12A), plic (12B), jater (12C) a místa poranění (12D). Nej-

větší signál v tříselných uzlinách (12E) a tukové tkáni (12F) naopak poskytly MSC po ovlivnění 

TGFβ.  
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Obr. 12: Porovnání migračních schopností ovlivněných MSC po intravenózní aplikaci. 

Obarvené syngenní MSC byly intravenózně aplikovány myším BALB/c. Po 24h z nich byly odebrány: 

slezina (A), plíce (B), játra (C), kůže (D), tříselná uzlina (E), tuková tkáň (F). Tyto orgány byly pozoro-

vány pod fluorescenční binolupou vždy v uspořádaných čtveřicích 1) Ks = orgán z kontrolní myši, 

které nebyly podány žádné MSC; 2) TGF = orgány po aplikaci MSC ovlivněných TGFβ; 3) LPS = MSC 

ovlivněné LPS; 4) (-) = neovlivněné MSC. Ukázán je jeden reprezentativní výsledek z pěti opakování.  
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6.4 In vitro experimenty II - Rozšířené spektrum ovlivnění MSC 

 Po získání výsledků s patrnými rozdíly v působení ovlivněných MSC na proliferaci Spl  

i jejich produkci cytokinů a lišících se také ve svých migračních schopnostech, jsme se roz-

hodli otestovat vedle základních jmenovaných látek (TGFβ a LPS) též další cytokiny a jiné 

imunologicky aktivní látky.  

6.4.1 Produkce NO mezenchymálními kmenovými buňkami  

 MSC exprimují funkční TLR  v podobných hladinách jako makrofágy. Zajímali jsme se 

tedy, jsou-li ligandy vybraných TLR, případně které, schopné MSC aktivovat. V případě mak-

rofágů ke hlavním aktivačním faktorem IFNγ, který se v in vitro pokusech do systému přidá-

vá. Aktivace makrofágů je následně stanovována mírou produkovaného oxidu dusnatého 

(NO).  

 Nejprve jsme určili, je-li možné měřit aktivitu/reaktivitu MSC na ligandy TLR dle ob-

dobného protokolu jako pro makrofágy a zároveň jsme stanovovali optimální koncentraci 

MSC pro další pokusy. Oba typy buněk jsme stimulovali LPS, případně LPS v kombinaci 

s IFNγ. Po 48h inkubaci jsme stanovili koncentraci vyprodukovaného NO v supernatantu. 

Kombinace LPS a IFNγ v MSC, stejně jako v makrofázích, výrazně indukuje produkci NO. Při 

následném zjišťování reaktivity MSC vůči dalším ligandům TLR jsme tedy mohli jako měřítko 

využít právě produkci NO.  

 MSC byly inkubovány se sedmi odlišnými ligandy TLR ve dvou různých koncentracích 

těchto ligandů. Jelikož bylo prokázáno, že MSC jsou v některých svých aktivitách stimulovány 

IFNγ, byl sledován efekt ligandů TLR buď v jeho přítomnosti, nebo bez přídavku IFNγ do sys-

tému. Navíc byly zařazeny již dříve zavedené LPS a TGFβ (Obr. 13). Ač se většina použitých 

ligandů překrývá ve své specifitě vůči TLR (převážně se jedná o ligandy TLR2), jejich aktivační 

účinek na MSC se lišil. Současně se reakce MSC detekovaná zvýšením produkce NO induko-

vala až v přítomnosti IFNγ. Pro další experimenty jsme na základě tohoto pokusu vybrali dal-

ší dva ligandy TLR účinně aktivující reakci MSC, FSL-1 – ligand společný TLR2 a TLR6 a Pam3 – 

ligand aktivující dráhy receptorů TLR-1 a TLR-2. 
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Obr. 13: Porovnání produkce NO MSC po stimulaci ligandy TLR. MSC byly stimulovány ligan-

dy TLR přidanými ve dvou různých koncentracích (viz. graf) a každá tato dvojice byla buď nestimulo-

vaná nebo s přídavkem IFNγ (IFN). Produkce NO byla stanovena Griessovou reakcí ze supernatantů 

odebraných po 48h a měřena spektrofotometricky. Prezentován je reprezentativní výsledek.  

  

 Chtěli jsme identifikovat účinné modifikátory vlastností MSC, porovnali jsme proto 

působení MSC v přítomnosti co největšího spektra látek. Vedle ligandů TLR jsme testovali 

škálu cytokinů, které se také mohou v různých fázích imunitních reakcí podílet na modulaci 

vlastností MSC v jejich působení a interakcích s dalšími buněčnými typy. MSC byly tedy 24h 

inkubovány v přítomnosti LPS, TGFβ, FSL-1, Pam3 nebo cytokinů IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-21, IFNγ, TNFα, TGFβ. V první fázi jsme sledovali vliv těchto látek 

na MSC. Inkubovali jsme MSC buď pouze se jmenovanými látkami anebo s přidaným IFNγ 

(Obr. 14).  

 Žádný z faktorů sám o sobě produkci NO v MSC nezvýšil, naopak ji snižovaly. Za sou-

časné stimulace IFNγ došlo k 2-3 násobnému zvýšení produkce NO vlivem IL-1α, IL-1β a IL-6. 

Také ligandy TLR, v největší míře LPS, v kombinaci s IFNγ produkci mírně zvýšily. Přídavek 

IFNγ k neovlivněným MSC a MSC ovlivněným IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-21, TGFβ 

produkci NO potlačil.  
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Obr. 14: Produkce NO MSC. Vedle kontrolních (-) byly MSC ovlivněné IL-1α/-1β/-2/-4/-6/-10/-12/ 

-15/-17/-21, IFNγ, TNFα, TGFβ, LPS, FSL-1 a Pam3. Všechny jednotlivé inkubace probíhaly buď samo-

statně (-) nebo s přidaným IFNγ (IFN). Po 48hodinách byly odebrány supernatanty k analýze produk-

ce NO pomocí Griessovy reakce. Výsledky jsou vyneseny v procentuálních změnách produkce NO 

vztažených na produkci neovlivněnými MSC. Data představují průměry + standartní odchylky ze tří 

nezávislých opakování.   
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6.4.2 Viabilita mezenchymálních kmenových buněk 

 Jelikož by snížená produkce NO, jakožto sledovaného aktivačního znaku mohla být 

způsobena případným toxickým efektem aplikovaných látek na MSC, otestovali jsme viabili-

tu MSC po ovlivnění výše zmíněnými látkami, jak samotnými, tak i v přítomnosti IFNγ. Za 

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

 Stimulační cytokiny částečně ovlivňují viabilitu MSC. Snížená je u nestimulovaných 

buněk vlivem IL-17, IL-21, IFNγ, TGFβ, FSL-1 a Pam3, přičemž nejvýrazněji sníženžuje viabilitu 

MSC přídavek samotného TGFβ. Nejlépe v kultuře přežívají MSC inkubované v přítomnosti 

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

 

 

Obr. 15: Viabilita MSC. MSC byly ovlivněny cytokiny a ligandy TLR. Na poslední 4 hodiny 

72hodinové inkubace bylo přidáno WST-1. Výsledky jsou vyneseny v procentuálních změnách život-

nosti buněk vztažených na viabilitu neovlivněných MSC. Data představují průměry + standartní od-

chylky ze dvou nezávislých opakování. (*P ≤ 0,05; ** P ≤ 0,01) 
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6.4.3 Produkce IL-6 mezenchymálními kmenovými buňkami  

 Jedním z cytokinů, které MSC produkují ve velkém množství, je IL-6. Zaměřili jsme se 

tedy i na charakterizaci vlivů cytokinů a ligandů TLR na jeho produkci (Obr. 16). Hladinu IL-6 

výrazně nemění  IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-21 ani Pam3. Všechny ostatní cytokiny a ligandy 

TLR, případně i samotný IFNγ hladinu vyprodukovaného IL-6 zvyšují, nejmarkantněji IL-1α a 

IL-1β spolu s IL-6 a LPS.  

 

 

Obr. 16: Produkce IL-6 mezenchymálními kmenovými buňkami. MSC byly ovlivněny cytoki-

ny a ligandy TLR.  Po 48h kultivace byly odebrány supernatanty pro analýzu produkce IL-6. Výsledky 

jsou vyneseny v procentuálních změnách vztažených na produkci IL-6 neovlivněných MSC. Data 

představují průměry + standartní odchylky ze tří nezávislých opakování. (*P ≤ 0,05; ** P ≤ 0,01) 
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6.4.4 Inhibiční testy II 

 Poté, kdy jsme ověřili, že zvolené spektrum imunologicky aktivních látek mění vlast-

nosti MSC, přistoupili jsme ke sledování působení ovlivněných MSC na buňky imunitního 

systému. MSC byly po dobu 24h ovlivněny cytokiny a ligandy TLR. Abychom eliminovali 

účast reziduálních molekul v médiu na ovlivňování přidaných buněk, kulturu MSC jsme po 

24h opláchli, doplnili čerstvým médiem a po dalších 24h odebrali supernatanty.  

 Takto připravené supernatanty jsme následně kultivovali se Spl, abychom zjistili je-

jich modulační účinek. Nejprve jsme se soustředili na vlivy MSC na proliferaci Spl. Jelikož 

MSC produkují velké spektrum rozpustných molekul, většinu pokusů jsme prováděli se su-

pernatanty získanými z MSC po 24h od oplachu kultury.  

 Supernatanty z MSC byly přidány ke Spl stimulovaným ConA a po 72h byla měřena 

proliferace v jednotlivých systémech. Jak je patrné ze sumárního grafu (Obr. 17), na inhibici 

proliferace Spl se tedy rozpustné faktory produkované po 24h MSC do média podílí poměr-

ně velkou měrou. Zajímavý je výraznější supresivní efekt supernatantů z MSC, které byly 

navíc stimulovány IFNγ. Naopak žádnou inhibiční schopnost nevykazovaly supernatanty 

od MSC ovlivněných IL-6(-), IL-10(-) a TNFα(-).  
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Obr. 17: Inhibice proliferace Spl. Odebrané supernatanty z MSC ovlivněných cytokiny a ligandy 

TLR byly přidány k Spl stimulovaným ConA. Na poslední 4 hodiny 72hodinové inkubace bylo ke Spl 

přidáno WST-1. Výsledná míra proliferace byla měřena spektrofotometricky. Výsledky jsou vyneseny 

v procentuálních změnách míry proliferace vztažených na proliferační aktivitu samotných Spl stimu-

lovaných ConA (Spl+ConA). Data představují průměry + standartní odchylky ze tří nezávislých opako-

vání.  
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6.4.5 Produkce cytokinů II 

 Jelikož byl pozorován supresivní vliv supernatantů z MSC na proliferační potenciál 

Spl, zajímali jsme se, bude-li se, a jak významně, promítat i do funkčních vlastností těchto 

buněk. Sledovali jsme opět produkci cytokinů splenocyty kultivovanými se supernatanty 

z ovlivněných MSC (Obr. 18).  

 Mezi vlivy (-) a (IFN) supernatantů na produkci IL-2 nebyly žádné výraznější rozdíly. 

Všechny faktory produkci IL-2 zvýšily, největší stimulační efekt byl pozorován u IL-1α, IL-1β a 

LPS, které navýšily produkci IL-2 dvojnásobně.  

 Produkci IFNγ významně podporovaly především supernatanty z MSC stimulovaných 

tímto cytokinem. Nejmarkantnější nárůst produkce IFNγ byl pozorován u Spl kokultivova-

ných s MSC ovlivněných samotným IFNγ, případně v kombinaci s IL-1β nebo LPS. Jediným 

supernatantem, který expresi IFNγ ve Spl oproti (Spl+ConA) inhiboval, byl TGFβ(-).  

 Produkce imunosupresivního faktoru IL-10 byla nejvíce podpořena v přítomnosti 

supernatantů z MSC ovlivněných kombinací FSL-1(IFN), ale i dalšími (IL-10, IL-12, LPS), opět 

zejména za spoluúčasti IFNγ původně působícího na MSC.  
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Obr. 18: Produkce cytokinů splenocyty. Supernatanty z MSC ovlivněných cytokiny a ligandy TLR 

byly přidány ke Spl stimulovaným ConA. Po 24h (IL-2), 48h (IFNγ) nebo 72h (IL-10) byly odebrány 

supernatanty k analýze produkce jmenovaných cytokinů. Výsledky jsou vyneseny v procentuálních 

změnách produkce cytokinů vztažených k produkci (Spl+ConA). Data představují průměry + stan-

dartní odchylky ze tří nezávislých opakování. (*P ≤ 0,05; ** P ≤ 0,01) 
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6.4.6 Produkce NO a IL-10 makrofágy 

 Druhou populací imunokompetentních buněk, jejíž reakce na působení MSC jsme 

sledovali, byly makrofágy. Hlavní charakteristikou, která bývá klasicky sledována jakožto 

odpověď makrofágů na stimulaci, je produkce NO. V případě aktivace alternativním způso-

bem produkují makrofágy zvýšené hladiny IL-10. Vzhledem k tomu, že MSC, jak bylo ukázá-

no, uvolňují v odpovědi na stimulační agens NO, mohla by kokultivace MSC a makrofágů 

interferovat při zjišťování jednostranné reakce mezi těmito buněčnými typy. Použili jsme 

tedy k identifikaci vlivu MSC na populaci peritoneálních makrofágů opět supernatanty 

z ovlivněných MSC nestimulovaných (-) či prestimulovaných (IFN).  

 V tomto schématu experimentu nebylo pozorováno výraznější potlačení produkce 

NO makrofágy, kromě působení supernatantu z MSC ovlivněných TGFβ (Obr. 19A). Ani neby-

ly identifikovány patrnější odchylky mezi supernatanty(-) a (IFN). V případě detekce IL-10 

v systému, byly již rozdíly markantnější (Obr. 19B). Především v přítomnosti supernatantů(-) 

docházelo k potlačení jeho exprese, naopak supernatanty pocházející z MSC ovlivněných 

IFNγ produkci IL-10 relativně podporovaly.  
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Obr. 19: Produkce NO a IL-10 makrofágy. Makrofágy byly kokultivovány se supernatanty z MSC. 

Po 48h byly odebrány supernatanty pro detekci produkovaného NO pomocí Griessovy reakce (A). Po 

72h byly odebrány supernatanty k analýze přítomnosti IL-10 pomocí ELISA testu (B). Výsledky jsou 

vyneseny v procentuálních změnách produkce NO, resp. IL-10 vztažených k produkci (makrofágů 

(MΦ) stimulovaných LPS a IFNγ). Data představují průměry + standartní odchylky ze tří nezávislých 

opakování. (*P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01) 
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7 Diskuze 

 MSC vykazují všeobecně uznávané imunoregulační vlastnosti, přesto se leckdy v zá-

kladních experimentech dosahuje zcela protichůdných výsledků. Identifikace a podrobnější 

charakterizace interakcí MSC se svým (měnícím se) okolím je tedy zcela nezbytná. Naším 

cílem bylo specifikovat způsob, kterým by bylo možné podpořit imunosupresivní vlastnosti 

MSC. Ovlivňovali jsme MSC spektrem látek nejrůznějšího charakteru a následně analyzovali 

jak samotné MSC a jimi modifikované supernatanty, tak i jejich vlivy na imunokompetentní 

buňky. 

 Nejdříve jsme porovnali charakteristiky MSC izolovaných ze dvou různých tkání do-

spělého organismu, z kostní dřeně (BM-MSC) a z tukové tkáně (AT-MSC). BM-MSC byly do-

nedávna nejstudovanějšími zástupci heterogenní buněčné populace MSC, jelikož byly jako 

první popsány. Tuková tkáň je vedle kostní dřeně dalším slibným zdrojem těchto kmenových 

buněk, jelikož se AT-MSC velmi snadno extrahují a díky výraznému proliferačnímu potenciá-

lu jejich počet kultivací exponenciálně narůstá. Právě ve svých proliferačních schopnostech 

AT-MSC převyšují BM-MSC (Chung et al. 2012; Nakanishi et al. 2011; Zhu et al. 2006), což 

z nich spolu se snadnou a málo invazivní izolací činí pro klinické využití atraktivnější zdroj. 

Pro tyto vlastnosti jsme AT-MSC začali využívat v experimentech přednostně. Museli jsme je 

ale nejprve podrobit srovnání s BM-MSC v základních charakteristikách, abychom mohli vý-

sledky považovat za relevantní. Analýzou povrchových znaků pomocí průtokové cytometrie 

jsme určili, že AT-MSC sdílejí s BM-MSC nepřítomnost negativních povrchových markerů 

CD45, CD11b a MHCgpII. Jinými autory byl též potvrzen shodný profil hlavních pozitivních 

povrchových znaků (Lee et al. 2004). AT-MSC mají i obdobné inhibiční účinky na proliferaci 

Spl jako BM-MSC (Obr. 5). 

 Úspěšně jsme též docílili diferenciace v adipocyty a buňky kostní tkáně (Obr. 4) a 

potvrdili tím charakter MSC (Friedenstein et al. 1966; Undale et al. 2009). Dále jsme se již 

soustředili především na studium inhibičních a imunomodulačních vlastností MSC.  

 Využitím stoupajících poměrů Spl : MSC jsme potvrdili, že inhibiční efekt MSC je kon-

centračně závislý (Obr. 5, 7). Markantnějších supresivních výsledků se tedy docílí přítomnos-

tí vyššího počtu MSC (např. poměr Spl vůči MSC 4 : 1). Takovýchto koncentrací ale v in vivo 
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systému není fyziologicky nikdy dosaženo. Pro další analýzy jsme zvolili vyšší poměr Spl 

k MSC (25 : 1), při němž bylo stále možné vliv MSC na ostatní buňky pozorovat.  

 Pro modulaci vlastností MSC jsme použili spektrum cytokinů, které se mohou vysky-

tovat v okolí probíhající imunitní odpovědi (IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-

17, IL-21, IFNγ, TNFα, TGFβ) a různé ligandy TLR (LPS, FSL-1, Pam3). S těmi jsme MSC prein-

kubovali a následně jsme testovali samotné MSC na změny v aktivitách indukované zmíně-

nými faktory, ale i schopnosti těchto MSC modulovat imunitní odpovědi Spl a makrofágů.  

 

 Vlastnosti mezenchymálních kmenových buněk. V přítomnosti IFNγ byla 

zejména vlivem hlavních kostimulátorů imunitních reakcí IL-1α, IL-1β a jim funkčně příbuz-

ného IL-6 v MSC výrazně indukována produkce NO (Obr. 14). NO je považován za jeden z 

produktů MSC, kterým mohou inhibovat aktivaci T lymfocytů (Sato et al. 2007). Prozánětlivé 

prostředí v MSC může indukovat expresi MHCgp a další poměrně radikální fenotypové a 

následně i funkční změny (Stagg et al. 2006), které komplexně vedou k aktivaci imunoregu-

lačních vlastností MSC. IFNγ v kombinaci s kostimulátory imunitních reakcí v (in vitro) systé-

mu může simulovat zánětlivé prostředí, do kterého jsou v in vivo podmínkách MSC atraho-

vány (Ponte et al. 2007; Ruster et al. 2006). Jelikož jsou tyto látky produkovány buď postiže-

nou tkání nebo buňkami imunitního systému, které již v daném místě zasahují, je jejich pří-

tomnost zvýšená především ve druhé, výkonné fázi imunitní odpovědi. V reakci na IL-1α, IL-

1β nebo IL-6 za spoluúčasti IFNγ dochází tedy v MSC k indukci signálních drah, které svými 

produkty utlumí probíhající reakci a MSC se tak podílí na jejím ukončení. Jedním výstupem 

této signalizace je právě i námi pozorovaná sekrece NO, dále byly popsány indukované pro-

dukce IDO (Meisel et al. 2004) nebo PGE2 (Duffy et al. 2011), solubilních faktorů spolupodíle-

jících se na supresivním vlivu MSC na prozánětlivou populaci imunitních buněk. 

 IL-1α, IL-1β a IL-6 v MSC indukují též expresi IL-6 (Obr. 16), tentokrát ale i 

v nepřítomnosti IFNγ. IL-6 produkovaný v místě zánětu imunitními buňkami (Pevsner-Fischer 

et al. 2007) může působit jako autokrinní cytokin a podporovat tak svou vlastní produkci. 

MSC jej současně samovolně produkují i bez stimulace zánětlivým okolím (Haynesworth et 

al. 1996), což v přítomnosti IL-1α nebo IL-1β může MSC postačovat jako aktivační signál o 

potenciální imunitní reakci a podpořit tak mechanismem pozitivní zpětné vazby další expresi 
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IL-6. Pokud navýšení produkce IL-6 v MSC není závislé na IFNγ, hovoří to pro časnost tohoto 

děje v imunitní odpovědi. Tedy produkce imunostimulačního IL-6 MSC je in vivo pravděpo-

dobně součástí čerstvě se rozvíjející reakce v následku bezprostředně rozpoznaného nebez-

pečí. Infikovaná či poraněná tkáň ještě nezačala produkovat IFNγ, ani v místě nejsou pří-

tomné buňky imunitního systému za jeho produkci zodpovědné a vyskytnou-li se MSC 

v takovémto prostředí, tak svou produkcí IL-6 imunitní odpovědi podporují. Naopak je-li pro 

indukci syntézy NO, který má supresivní účinky na T buňky, vyžadována přítomnost IFNγ, 

napodobuje to pozdější události odehrávající se v místě imunitní reakce a MSC se tak podíle-

jí na utlumení aktivity buněk, které by mohly v případě patologie přehnanou či déletrvající 

reakcí organismus poškodit. 

 Ligandy TLR, LPS a FSL-1, v MSC také mírně podpořily produkci NO (Obr. 14). Přede-

vším ale ligandy TLR výrazně indukovaly expresi IL-6 (Obr. 16, Obr. 9). Jakožto molekuly od-

vozené od bakteriálních patogenů šíří se ligandy TLR v případě infekce z centra imunitní re-

akce, kterou vyvolávají. MSC tedy v odpovědi na detekovanou přítomnost patogenů aktivují 

produkci IL-6, kterým podporují aktivitu imunitních buněk. LPS vedle produkce IL-6 také v 

MSC zvyšuje expresi chemokinů a současně podporuje jejich migraci (Tomchuck et al. 2008). 

Následná zvýšená vazba ligandů na povrchový TLR snižuje schopnost migrace i diferenciace 

těchto buněk (Pevsner-Fischer et al. 2007). MSC tak v místě zánětu zůstávají a samy mohou 

atrahovat a aktivovat další buňky sekretovanými chemokiny (Romieu-Mourez et al. 2009). 

Potlačením diferenciačních schopností MSC se současně v místě zánětu brání vzniku nežá-

daných struktur. Právě ligandy TLR se tedy mohou významně podílet na povolávání MSC do 

míst zánětu a poranění.  

 Schopnosti migrace MSC po gradientu ligandů TLR by bylo možné využít v terapeu-

tických postupech. Mohla by se provést farmakologická in vitro modulace vlastností MSC 

kombinací IFNγ a ligandů TLR, čímž by se posílily APC vlastnosti MSC (navýšení MHCgp) a po 

vakcinaci ovlivněnými MSC se vytvořilo v požadovaném místě příslušné prozánětlivé milieu, 

např. právě produkcí IL-6 (Romieu-Mourez et al. 2009). A jelikož jsou MSC pravděpodobně 

schopné reagovat na měnící se okolí a podle něj modulovat své vlastnosti, mohly by násled-

ně imunitní reakci v požadované chvíli i ukončit. 
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 Mezenchymální kmenové buňky a splenocyty. Pozměněné funkční vlastnosti 

MSC vlivem použitých ligandů bylo možné transferovat i do interakcí s dalšími buňkami. Pre-

inkubace MSC s cytokiny a ligandy TLR ovlivnila inhibiční účinky MSC na proliferaci Spl. Po-

mocí proliferačního testu s WST-1 není možné měřit proliferaci Spl v kultuře s MSC, jelikož 

MSC jsou výrazně větší buňky s úměrně vyšším množstvím enzymu, jehož aktivita se 

s využitím WST-1 měří. Bez inhibičního efektu se projevily supernatanty(-) získané po ovliv-

nění MSC IL-6, TNFα, ale též IL-10 (Obr. 17). TNFα je také prozánětlivý cytokin účastnící se 

počátečních dějů rozvoje imunitní odpovědi, není tedy žádoucí, aby v reakci na jeho zvýše-

nou koncentraci byla imunitní odpověď ihned potlačována. Výraznější inhibiční schopnosti 

byly pozorovány se supernatanty(IFN), což koreluje se vznesenou hypotézou o časných a 

pozdních fázích odpovědi, kdy by již měl být problém vyřešen a je tedy možné imunitní re-

akci utlumit.  

 V in vitro experimentech je někdy obtížné nastavit poměry a koncentrace tak, aby byl 

kýžený efekt ještě detekovatelný, zároveň, aby se uměle vytvořený systém co nejvíce podo-

bal situacím in situ. Kupříkladu sledování migrace MSC za ligandy TLR, které je in vivo inicio-

váno v kostní dřeni nebo dalších zdrojových orgánech, kam se ale signál dostává z periferie, 

by mělo v experimentech odpovídat právě situaci (hodnotám), kdy jsou MSC přítomny ve 

své domovské tkáni (BM) (Waterman et al. 2010). Faktory, jimiž se in vitro modifikují vlast-

nosti MSC, by se měly co nejvíce přibližovat úrovním, se kterými se MSC mohou setkat in 

vivo. Snažili jsme se proto alespoň částečně přizpůsobit poměr reaktivních Spl vůči MSC (z 

původních 4 : 1 na 25 : 1), tím mohl následně být dán mírnější inhibiční efekt než v pilotních 

experimentech. Nižší účinnost inhibice v sekundárních inhibičních testech může být dána též 

spoluúčastí přímého buněčného kontaktu na supresi proliferace aktivovaných Spl, ke které-

mu nemohlo vlivem použití samotných supernatantů z MSC docházet.  

 Pomocí ELISA testu jsme mohli detekovat rozdílné koncentrace cytokinů exprimova-

ných po interakci Spl se supernatanty z MSC (Obr. 18). Produkce IL-2 byla vůči referenční 

hodnotě navýšena v přítomnosti supernatantů MSC původně ovlivněných IL-1α, IL-1β, IL-2, 

IL-10 anebo TNFα. IL-2 je autokrinní růstový faktor Th1 buněk a jako takový je zvyšován 

v přítomnosti/vlivem prozánětlivichých (TNFα) a kostimulačních (IL-1α, IL-1β) cytokinů. Dále 

je jeho produkce podporována i IL-6, jehož exprese byla v MSC navýšena stejnými cytokiny. 
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Vliv MSC na Spl se tedy, pravděpodobně skrze produkovaný IL-6 ale i další molekuly induko-

vané primární preinkubací, přenáší skrze rozpustné faktory.  

 Produkce IFNγ i IL-10 je na rozdíl od IL-2 výrazně ovlivněna supernatanty z buněk 

preinkubovaných s IFNγ. V případě IFNγ se může jednat opět o pozitivní zpětnovazebnou 

smyčku. Případně opravdu jeho vlivem došlo k indukci APC-vlastností v MSC a jimi naprodu-

kované rozpustné faktory (IL-6, TNFα) v simulaci inflamatorní reakce (Tomchuck et al. 2008; 

Waterman et al. 2010) následně ve Spl sekreci IFNγ indukovaly, popřípadě navíc podpořily 

vznik prozánětlivé subpopulace Th17 lymfocytů (Svobodova et al. 2012). Za pozorovaný 

efekt by ale případně mohl být zodpovědný nedostatečně vymytý IFNγ, kterým byla kultura 

MSC ovlivněna, jenž se následně mohl uvolnit do supernatantu přenášeného ve zmíněném 

pokusu.  

 Poté by se totiž mohl v pozorované indukci IL-10 uplatňovat takový mechanismus, že 

MSC vlivem IFNγ přecházejí do protizánětlivé formy, která má za úkol ukončit imunitní reak-

ci a supernatanty(IFN) tak obsahují imunologicky aktivní látky podporující v Spl produkci IL-

10, faktoru inhibujícího sekreci ostatních cytokinů (Krampera et al. 2006). A MSC by tedy 

skrze indukci IL-10 v Spl (podpořením Th2 subpopulace) aktivovaly utlumení reakcí. 

 

 Mezenchymální kmenové buňky a makrofágy. V mnoha ohledech se MSC a 

makrofágy sobě navzájem podobají. Obdobně, jako byly zavedeny dva typy makrofágů, pro-

zánětlivé M1 a regulační M2, tak jsou některými autory děleny i MSC na MSC podporující 

zánětlivou odpověď (MSC1) a MSC tlumící imunitní reakce (MSC2) (Waterman et al. 2010). 

Tak jako MSC, mohou funkce T buněk také makrofágy regulovat produkcí NO (Sato et al. 

2007). Analogické jsou i jejich odpovědi na imunostimulační, resp. imunosupresivní vlivy.  

 Z Obr. 19B shrnujícího produkci IL-10 makrofágy je patrné, že prozánětlivý TNFα ale i 

supernatanty(IFN) skrze MSC podporují produkci protizánětlivého faktoru IL-10. V produkci 

NO (Obr. 19A) nebyly pozorovány žádné markantnější rozdíly, předpokládáme tedy, že na 

produkci každého z těchto faktorů makrofágy se podílejí odlišné typy interakcí mezi nimi a 

MSC. Vliv solubilních faktorů na indukci NO je pravděpodobně minoritní a větší význam zde 

hraje buněčný kontakt, případně parakrinní komunikace těchto buněk. Naopak exprese IL-
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10 může být do značné míry ovlivňována právě sekretovanými molekulami produkovanými 

MSC a to zejména po jejich stimulaci prozánětlivými faktory. To by podporovalo hypotézu, 

že MSC směřují vývoj v M2, tedy regulační makrofágy (Barminko et al. 2011; Kim and 

Hematti 2009). Naše výsledky naznačují, že by se mohly MSC na této indukci podílet samo-

statně, je ale též možné, že v in vivo systému podporují vznik makrofágů M2 skrze Treg buň-

ky. U nich byla tato schopnost prokázána (Liu et al. 2011a), a jelikož MSC podporují diferen-

ciaci v Treg lymfocyty z Th0 prekurzorů (Ghannam et al. 2010; Selmani et al. 2008; 

Svobodova et al. 2012), mohly by regulační charakter v makrofázích indukovat také skrze ně. 

 Těmito dílčími pokusy jsme potvrdili, že je možné některé imunoregulační vlastnosti 

MSC přenést spolu se supernatanty. Toho by bylo možné využít i v klinické praxi, kde by 

především v případě využívání AT-MSC, obtížněji tvořících jednobuněčnou suspenzi, mohlo 

hrozit riziko embolií (Kubo et al. 2012).  

 

 Mezenchymální kmenové buňky v in vivo schématech. Do in vivo pokusů jsme 

zatím převedli pouze základní schéma ovlivnění MSC. Ač jsme předpokládali, že největší 

imunoregulační potenciál bude v MSC ovlivněných TGFβ, mnohem lépe a více s imunitními 

odpověďmi a i migračními schopnostmi interagovaly MSC po preinkubaci s LPS. LPS vykazuje 

větší vliv na MSC než TGFβ jak v proliferačních testech (Obr. 10A), tak i v posunu poměrů 

indukovaných Treg a Th17 (Obr. 10B, C). Vysvětlení může být vícero. Buňky mohou i v in vivo 

systému přežívat po ovlivnění LPS lépe než po inkubaci s TGFβ (in vitro Obr. 15). Současně 

může docházet k odlišnému vychytávání buněk v  tkáních a orgánech. MSC(TGF) byly ve vý-

razně vyšší koncentraci identifikovány v tříselné uzlině (Obr. 12E). Jelikož se jedná o spádo-

vou uzlinu po intravenózní aplikaci do ocasní žíly, nemusely v dostatečné míře doputovat do 

dalších orgánů (slezina, kožní poranění). Oproti tomu, jak bylo řečeno, ligandy TLR v nízkých 

koncentracích migraci MSC podporují, ve vysokých naopak utlumují (Pevsner-Fischer et al. 

2007). Preinkubace MSC s LPS v nižších koncentracích tedy mohla nejprve jejich migraci do 

různých tkání podpořit. V místě simulovaného poranění (Obr. 12D) byl přidán LPS ve vyšším 

množství, což mohlo následně MSC(LPS) v této lokalitě zakoncentrovat. Eventuálně by MSC 

mohly být k ligandům TLR citlivější nežli k TGFβ, který samy spontánně v malé míře uvolňují 

do svého okolí a tedy vůči němu mohou být do jisté míry imunní.  
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 Je patrné, že se v případě funkcí MSC v imunitních dějích nedá striktně mluvit o imu-

nosupresivním chování. MSC vyhodnocují získané signály a reagují na aktuální vývoj, podle 

něhož volí svou formu odpovědi. Zatímco mezi imunitními buňkami podporuje poranění či 

infekce vznik prozánětlivých forem, v MSC takto narušená rovnováha indukuje expresi tlu-

mivých faktorů, čímž s leukocyty interferují. Velmi výrazně ale záleží na kontextu, i drobné 

nuance mohou charakter odpovědi diametrálně měnit. Až do primární aktivace vykazují 

MSC imunosupresivní vlastnosti, aktivací se jejich funkční charakter ale mění. Následně je 

pak v různých fázích imunitní odpovědi možné identifikovat odlišné formy MSC (Waterman 

et al. 2010). MSC1, jakožto člen časné odpovědi na poranění, atrahuje buňky imunitního 

systému a vylučuje prozánětlivé faktory. Oproti tomu forma MSC2 je zapojena do pozdní 

reparační (tlumivé) odpovědi a její účinky jsou právě takové (Waterman et al. 2010). Druhá 

fáze imunitní odpovědi, charakteristická zvýšenou přítomností IFNγ v systému, hlavního 

cytokinu produkovaného Th1, CTL, NK buňkami, podněcuje v MSC expresi IDO, PGE2, NO a 

dalších látek, čímž se podporují jejich imunosupresivní, MSC2, schopnosti (Krampera et al. 

2006). Tento předpoklad by bylo možné potvrdit izolací MSC z in vivo systému v různých 

fázích imunitní odpovědi a porovnáním jejich fenotypů.  
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8 Závěr 

 

- MSC izolované z tukové tkáně (AT-MSC) se svými vlastnostmi významně podobají 

buňkám extrahovaným z kostní dřeně (BM-MSC). Kultivovaná populace AT-MSC 

o čistotě 95 % vykazuje inhibiční účinky a je schopná diferencovat v buňky kostní a 

tukové tkáně. 

 

- Účinek MSC je závislý na množství těchto buněk v systému. Na inhibičních schopnos-

tech se podílí buněčný kontakt, současně jsou imunoregulační vlastnosti MSC do ur-

čité míry přenosné v supernatantech pocházejících z kultivovaných MSC. 

 

- MSC produkují vysoké hladiny imunologicky relevantních faktorů IL-6 a NO. Produkce 

těchto imunoregulačních mediátorů MSC je ovlivněna prostředím, ve kterém jsou 

kultivovány. Změny v produkci následně ovlivňují inhibiční vlastnosti MSC. Funkce 

MSC ovlivňují zejména imunostimulační IL-1α, IL-1β, IL-6 a LPS a supresivní TGFβ. Pů-

sobení faktorů na MSC se mění vlivem IFNγ. 

 

- Ligandy TLR podporují migraci MSC. Buňky ovlivněné LPS nejúspěšněji migrují do 

místa poranění, ale i do dalších tkání a orgánů. Zároveň účinně posouvají poměr 

Treg/Th17 ve prospěch Treg.  
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