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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové buiky (MSC) jsou definované jako multipotentni bunky
negativni pro znaky hematopoetickych kmenovych bunék. Na imunosupresivnich vlastnostech
MSC je zaloZena bunécna terapie oboru transplantaci a autoimunitnich onemocnéni. Pacientim
byvaji soucasné¢ s MSC podavany imunosupresivni latky. Nevi se vSak, jak imunosupresivni
latky ovliviiuji imunomodulaéni mechanismy MSC.

Cilem prace bylo testovat Vvliv nejcastéji vyuzivanych imunosupresivnich latek
cyklosporin A, mykofenolat mofetil, rapamycin, dexametazon a prednizon na ptezivani a
fenotyp mysich a lidskych MSC. Po kratkodobé kultivaci imunosupresivni latky rizné ovliviiuji
metabolickou aktivitu, pfezivani a expresi vyznamnych molekul pro imunosupresi MSC.
Vétsina imunosupresivnich latek méla inhibi¢ni efekt na studované parametry mysich MSC a
pouze cyklosporin A fenotyp a ptezivani mysich MSC neménil. Naopak u lidskych MSC
cyklosporin A, mykofenolat mofetil a rapamycin zvysuji expresi TSG-6, PD-L1 a TGF-f, a
tedy jejich schopnost inhibovat proliferaci a efektorové funkce lymfocytd, inhibovat maturaci
dendritickych bun¢k a podpofit vznik tolerogenniho fenotypu makrofagt. Glukokortikoidy sice
podporuji piezivani a expresi Fas-L lidskymi MSC, ale snizuji expresi fady molekul
uplatiyjicich se pfi imunosupresi. Vhodnou kombinaci imunosupresivnich latek s lidskymi
MSC pro terapeutické ucely by proto mohl byt cyklosporin A, mykofenolat mofetil a

rapamycin.

Kli¢ova slova

mezenchymalni kmenové buiiky, bunéénd terapie, cyklosporin A, mykofenolat mofetil,

rapamycin, dexametazon, prednizon



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) defined as multipotent, nonhematopoietic stem cells
have been shown to possess various immunosuppressive properties. Thus they can be used to
attenuate transplant rejection and also for treatment of autoimmune diseases. But
simultaneously with MSC patients take immunosuppressive drugs and there is no evidence how
this medication affect MSC.

The goal of this study is to elucidate how frequently used immunosuppressive drugs
cyclosporineA, mycophenolate mofetil, rapamycin, dexamethasone and prednisone influence
immune-related parameters of mice and human MSC. Here we show that MSC from various
sources are affected differentialy after short-term exposure of the tested immunosuppressants.
Only cyclosporine A does not change immune-related parameters of mice MSC in the
comparison to other immunosuppressants. However, cyclosporine A, mycophenolate mofetil
and rapamycin enhance human MSC expression of TSG-6, PD-L1 and TGF-B which are
involved in inhibition of lymphocyte proliferation and effector function, inhibition of dendritic
cell maturation and in support of tolerogenic phenotype of macrophages. Although
glucocorticoid drugs promote survival of human MSC and expression of Fas-L they reduce
expression of molecules that mediate immunosuppression. In this respect, the best candidates
for therapy using MSCs in the combination with immunosuppressive drugs are cyclosporineA,
mycophenolate and rapamycin.

Key words

mesenchymal stem cell, cellular therapy, cyklosporine A, mycophenolate mofetil, rapamycin,

dexamethasone, prednisone



Seznam pouzitych zkratek

AMPK AMP activated protein kinase, AMP aktivovana protein kindza

APC allophycocyanine, alofykocyanin

CD cluster of differentiation, diferenciacni antigen

COX-2 cyclooxygenesis 2, cyklooxygenaza 2

CsA cyclosporine A, cyklosporin A

DC dendritic cell, dendriticka burka

Dex dexamethasone, dexametazon

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium,

DNA deoxyribonucleid acid, deoxyribonukleova kyselina

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FasL Fas ligand

FGF fibroblast growth factor, riistovy faktor fibroblastt

FITC fluorescein isothiocyanate, fluorescein isothiokianat

FKBP FK506 binding protein, FK506 vazajici protein

GAPDH glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
GR glucocorticoid receptor, glukokortikoidovy receptor

GvHD graft versus host disease, reakce St€pu proti hostiteli

hAT MSC human adipose tissue mesenchymal stem cell, lidské MSC izolované z tukové tkang
hBM MSC human bone marrow mesenchymal stem cell, lidské MSC izolované z kostni dfené
HSC hematopoietic stem cell, hematopoetické kmenové buiky

HGF hepatocyte growth factor, rustovy faktor hepatocytt

HLA human leukocyte antigen, lidsky leukocytarni antigen

HO hem oxygenesis, hem oxygenaza

Hsp heat shock protein, protein teplotniho Soku

ICAM-1 intracellular adhesive molecule-1, mezibunééna adhezivni molekula-1

IDO indolamin 2,3-dioxygenaza

IFN-y interferon y

IL interleukin

IMPDH inosine-5"-monophosphate dehydrogenace, inozin-5"-monofosfat dehydrogenaza
IRF interferon regulatory factor, regulacni faktor interferonu

KGF keratinocyte growth factor, riistovy faktor keratinocytl

MAPK mitogen activated protein kinases, mitogenem aktivované protein kinazy



MCP-1 monocyte chemotactic protein-1, chemotakticky protein monocyti 1
oMEM Minimum Essential Medium

MHC | Major histocompatibility complex class I, molekula hlavniho histokompatibilniho
komplexu tfidy [

MLR mixed lymphocyte reaction, smiSena lymfocytarni reakce

MMF mykofenolat mofetil

MSC mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové buiky

NFAT nuclear factor of activated T-cells, nuklearni faktor aktivovanych T bun¢k
NF-kB nuclear factor kappa B, nuklearni faktor kappa B

NK natural killer, pfirozeni zabijeci

PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézcova reakce

PD-L1 programmed death ligand 1, ligand programované buné¢né smrti 1
PE phycoerythrin, fykoerytrin

PGE2 prostaglandine E2, prostaglandin E2

Pre prednisone, prednizon

Rapa rapamycin

RNA ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

SEM standard error of mean, stfedni chyba priméru

TGF-p transforming growth factor B, transformujici ristovy faktor 3

Th T helper cell, pomocné T bunky

TLR toll-like receptor

TNF-o tumor necrosis factor o, faktor nekrotizujici nadory o

Treg regulatory T-cell, T regula¢ni bunky

ULK1 unc-51 like kinase 1, unc-51 like kinaza 1

VVCAM vascular cell adhesion molekule, adhezivni molekula bunék cév

WST-1 water soluble tetrazolium 1, ve vodé rozpustna tetrazoliova sul 1



1. Uvod

1.1 Fenotyp

Mezenchymalni kmenové bunky (MSC) jsou definovany jako multipotentni bunky se
schopnosti sebeobnovy a diferenciace do pojivovych tkani (adipogenni, osteogenni a
chondrogenni), jsou adherentni k plastu béhem kultivace a exprimuji povrchové markery klastr
diferenciace (cluster of diferentiation, CD) 105, CD73 a CD90, CD44. Zaroven jsou negativni
pro markery hematopoetickych a endotelialnich bunék: CD45, CD34, CD31, CD11b
(Dominici et al., 2006).

MSC je mozné izolovat téméf ze vSech tkani, nejcastéji se K izolaci vyuziva tukova tkan

a kostni dren (Taha and Hedayati, 2010).
1.2 Vyuziti MSC v klinickych studiich

Podle databaze klinickych studii https://clinicaltrials.gov jsou MSC vyuzivany ve vice
nez 474 studiich. Vétsina z nich vyuziva imunomodulaéni efekt MSC s cilem navodit toleranci
transplantatu. Déle jsou MSC pouzivany V klinickych studiich [é€by autoimunitnich
onemocnenti.

Pro 1é¢bu jsou vyuZivany autologni 1 allogenni MSC. Bylo prokazano, Ze podani MSC
nezavisle na shod¢ v lidskych leukocytarnich antigenech (human leukocyte antigen, HLA) ma
srovnatelny efekt a je pro pacienty bezpeéné. Navic MSC vyuzivané pii transplantacich
prodlouzily pfezivani transplantatu (Le Blanc et al., 2008; Mudrabettu et al., 2015; Ra et al.,
2011; Reinders et al., 2013). Allogenni hBM MSC jsou pfipravovany jako terapeutikum firmou
Osiris pod nazvem Prochymal® (http://osiris.com/OLD/clinical_prochymal.php). Obdobné
jsou pfipravovany buinky JR-031-301 firmou JCR Pharmaceuticals Co. Ltd. (Ashiya, Japan) a

jsou urceny pro 1é¢bu reakce $tépu proti hostiteli (graft-versus-host disease, GVHD).

1.2.1 Transplantace

Pro zabranéni rejekce transplantatu jsou pacientiim tradicné podavany imunosupresivni
latky (viz tabulka 1), které ale maji mnoho nezadoucich vedlejsich uc¢inkt (Lopez et al., 2006).
Studie na zvifecich modelech in vitro, in vivo a nyni i klinické studie ukazuji, ze MSC snizuji
miru proliferace lymfocytd pii smisené lymfocytarni reakci (mixed lymphocyte reaction, MLR)

(Bartholomew et al., 2002), maji schopnost podpofit prezivani transplantatu a omezit GvHD
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(Auletta et al., 2015; Wan et al., 2008). Diky imunosupresivnim vlastnostem MSC je mozné
snizit davky imunosupresivnich latek. Na rozdil od zvifecich modelt (Wan et al., 2008) je
riskantni imunosupresivni latky pacientim po transplatnaci nepodavat vibec. EXistuje tada
klinickych studii transplantaci, kdy jsou aplikovany MSC v kombinaci s imunosupresivnimi
latkami (Mudrabettu et al., 2015). AvSak neni znamo, jaky vliv maji imunosupresivni latky na
imunomodulaéni vlastnosti MSC. V nékteych studiich 1é¢by akutni GVHD, kdy byli pacienti
rezistentni k imunosupresivnim latkam, nebyli jedinci 1é¢eni imunosupresivnimi latkami
v dobé podani MSC (Muroi et al., 2015).

Z pocatku bylo vyuziti MSC pfi transplantacich studovano na zvitecich modelech, jako
napf. krysi model transplantace jater, transplantace kiize u paviana a dalsi (Bartholomew et al.,
2002; Wan et al., 2008). Klinické studie vyuzivajici MSC nejcastéji pti transplantacich ledvin,
jater a pro 1é¢bu GvHD jsou nyni na Grovni pilotnich studii, ale i ve fazi 1 az 3 (viz tabulka 1)
(Mudrabettu et al., 2015; Reinders et al., 2013).

Typické je intravendzni podani MSC, v nékterych ptipadech kotransplantace MSC
s hematopoetickymi kmenovymi buiitkami (hematopoetic stem cell, HSC) je praktikovano
intraosealni podani (viz tabulka 1). MSC byvaji podavany ve vice davkach, napt. 1 den pied
transplantaci a 30 dnti po transplantaci (Mudrabettu et al., 2015). V ramci jiné studie byly MSC
podany 6 mésicti po transplantaci ve dvou davkach s rozestupem sedmi dnii v piipadé zndmek
odhojovani (Reinders et al., 2013). V jinych studiich bylo podano az 12 infuzi MSC (Muroi et
al., 2015).

Také bylo studovano imunomodulaéni pisobeni MSC na imunitni systém. Bylo
zjisténo, Ze pacienti, kterym byly podavany MSC, méli sniZzenou proliferaci CD4" T bunék
V porovnani s pacienty, kterym MSC nebyly podany. Od 30 dnii po transplantaci byl pozorovan
u pacientli lécenych MSC procentudlni nariist populace regulacnich T bunék (Treg)
(Mudrabettu et al., 2015). V jinych studiich naopak tento efekt zaznamenan nebyl, ale doslo ke
snizeni proliferace lymfocytl piijemce transplantatu v MLR s lymfocyty darce (Reinders et al.,
2013).

Zaroven byli pacienti léCeni imunosupresivnimi latkami, ale jejich vliv na

imunomodulac¢ni vlastnosti MSC studovan nebyl.
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Tabulka 1 linické studie vwuzivajici imunomodulacnich viastnosti mezenchymalnich kmenovych bunék pii transplantacich. Soucasné jsou
podavany imunosupresivai latky, Cyklosporin A (CsA), mykofenolat mofetil (MMF), prednizon (Pre), hematopoetické kmenové buriky (HSC),

mezenchymalni kmenové buriky (MSC), kostni dren (BM).

Faze Reference
Transplantovany Pavod Rok Imunosupresivni .
klinické Stat (www.clinicalt
organ . MSC ukoncdeni latky .
studie rials.gov)
Ledviny BM ) Takrolimus, MMF, | NCT01429038
1-2 2017 Belgie )
Jatra autologni steroidy
) o NCT02409940
) BM Prosinec ) CsA, azathioprin,
Ledviny 1 Indie ) (Mudrabettu et
autologni 2016 steroidy
al., 2015)
NCT00752479
. BM CsA, MMF, .
Ledviny 1-2 2013 Italie . (Perico et al.,
autologni Methylprednisolone
2013)
] BM CsA/takrolimus, (Reinders et
Ledviny 1 2013 Nizozemi
autologni MMF, Pre al., 2013)
Inhibitor
) BM y ) ) Y
Ledviny 1-2 2011 Cina kalcineurinu, MMF, | NCT00658073
autologni o
glukokortikoidy
HSC
(lécba leukemie, USA CsA, MMF,
2017 . ) NCT02181478
lymfomi, (Ohio) cyklofosfamid
neuvedeno neuvedeno
intraosealni podani)
HSC BM Prosinec USA . )
1-2 Kortikosteroidy NCT02379442
(1é¢ba GvHD) neuvedeno 2016 (Maryland)
BM Svédsko Prednizolon,
HSC ) ) (Le Blanc et
2 autologni 2008 Italie CsA/takrolimus,
(1é¢ba GvHD) al., 2008)
allogenni Rakousko MMF
BM USA
(1ecba GvHD) 3 allogenni 2010 Australie Methylprednizolon | NCT00562497
Prochymal Kanada
HSC AT 5
1-2 2020 Spanélsko NCT02687646
(lécba GvHD) allogenni
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1.2.2 Autoimunitni onemocnéni

MSC jsou vyuzivany také pro 1é¢bu autoimunitnich onemocnéni v klinickych studiich

faze 1 a 2 (viz tabulka 2).

Tabulka 2 Priklad Kinickych studii autoimunitnich onemocnént, které vuzivaji MSC. Zdroveii jsou pacientiim poddvany imunosupresivii kitky.
Cyklosporin A (CsA), mykofenolat mofetil (MMF), prednizon (Pre), kostni den (BM), pupecnik (UBC).

Faze
Autoimunitni Puvod Rok Imunosupresivni
klinické Stat Reference
onemocnéni ] MSC | ukoné€eni latky
studie
Aplasticka BM NCT01297972
, 1-2 2014 | Brazilie CsA o
anémie autologni www.clinicaltrials.gov
Roztrousena NCT00813969
1 2014 USA CsA, MMF o
skleroza autologni www.clinicaltrials.gov
BM,
Revmatoidni . ]
o neuvedeno UBC 2012 Cina CsA (Liang et al., 2012)
artritida
allogenni
Lupus Pilotni Cina CsA ]
. BM 2010 (Liang et al., 2010)
erythromatodes studie USA Pre
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1.3 Imunomodula¢ni mechanismy MSC

MSC maji krom¢ schopnosti diferenciace do bunécnych typti mezodermu ftadu
imunoregulacnich vlastnosti. Interaguji S builkami imunitniho systému prostfednictvim
solubilnich a povrchovych molekul. V dasledku stimulace MSC riznymi zpusoby jsou MSC
polarizovany bud’ na fenotyp MSC1 nebo MSC2 a hraji riznou tlohu v regulaci imunitni
odpovédi (Waterman et al., 2010). V Casné fazi zanétu, kdy je produkovano malo
prozanétlivych cytokint jako napt. faktor nekrotizujici nddory a (tumor necrosis factor a, TNF-
a) a interferon y (IFN-y), ale naopak je ptitomno velké mnozstvi mikroorganismi, dochazi ke
stimulaci MSC prostiednictvim LPS ptes ,,Toll-like* receptor (TLR) 4. Pot¢ MSC vykazuji
prozanétlivy fenotyp MSC1. Dojde-li naopak ke zvyseni koncentrace IFN-y nebo TNF-a,
ptipadné je-li stimulovan TLR-3, je podporovan fenotyp MSC2 (viz obrazek 2) a jsou
exprimovany cytokiny, které podporuji protizanétlivé populace imunitnich bun¢k a hojivé
prostfedi (English et al., 2007; Gazdic et al., 2015). Pro ustanoveni tolerance transplantatu

s vyuzitim MSC je nutné navozeni fenotypu MSC2 (viz obrazek 1, 2).

Graft
Graft Induced
/\ Inflammation /\
) _w IFN-y F PGE-2
TNF-a feg | TGF-B
i 16 HLA-G5
Notch Signalling NO A
PGE-2
Maturation TGF-B MSC Activation HLA—GS
CCR7 e * 110 6 Proliferation
E-cadherin <":‘ MMPs v Cytotoxicity

e ' N cD25
\ / = E D0 '\ ccL2
\ c PGE-2 " PGE-2 s l i
4 ) Seol
@ "=

e 41L-10
J Proliferation | Proliferation
Cytotoxicity Differentiation

+ Infiltration Ig Production

Obrdzek 1 Navozeni tolerance transplantovaného organu mezenchymalnimi kmenovymi burikami (MSC). Po stimulaci prozanétlivymi cytokiny
V prostiedi transplantitu MSC produkuji cytokiny, které podporuji vznik tolerogennich dendritickych bunék (Tol DC) a regulacnich T bunék.
(Treg). Podporuji produkci interleukinu (IL)-10 makrofégy (Mf) a tim je snizena infiltrace transplantdtu neutrofily (Nf). Zdroveri inhibuji proliferaci
a cytotoxicitu T, B a NK bunék. Imaturni dendriticka burika (iDC), maturovand dendriticka buitka (mDC). (English et al., 2010).
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Obrazek 2 Viiv mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) v prozanétlivem prstiedi na buitky imunitiho systému. Solubilnimi faktory i
povrchovymi molekulami snizuji MSC proliferaci a cytotoxicitu leukocytit. Zdiroven podporuji tolerogenni populace imunitnich bunék
(Gazdicetal., 2015).

MSC maji schopnost potlacovat proliferaci a cytotoxicitu prozanétlivych populaci
leukocytd ptirozené (Le Blanc and Davies, 2015) i adaptivni imunity, které zpusobuji
odhojovani transplantatu nebo rozvoj autoimunitnich onemocnéni jako jsou napft. aktivované
monocyty (Du Rocher et al., 2012), makrofagy (Cho et al., 2014), B bunky (Corcione et al.,
2006), NK bunky (Spaggiari et al., 2008), NKT bunky (Prigione et al., 2009), prozanétlivé
populace T lymfocyta Thl, Thl7 (Normanton et al., 2014) v T lymfocyty (Liu et al., 2015),
(viz obrazek 2). MSC ale nemaji schopnost cilen¢ inhibovat buniky specifické vici konkrétnimu

antigenu (Krampera et al., 2003).
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V pritomnosti MSC je podporovan regulacni fenotyp imunitnich bunék, coz napomaha
navozeni periferni tolerance (viz obrazek 1). Regula¢ni T bunky (Treg) vznikaji diky tomu, ze
MSC konstitutivné produkuji transformujici rustovy faktor B (transforming growth factor-f,
TGF-p), prostaglandin E2 (PGE2) (English et al., 2009), HLA-G (Selmani et al., 2008). MSC
také podporuji prosttednictvim cytokini PGE2, TNF-a stimulujici gen 6 (TNF-a-stimulating
gene 6, TSG-6), IDO a interleukin-6 (IL)-6 vznik M2 makrofagt (viz obrazek 2), které také
napomahaji vzniku Treg (Choi et al., 2011; Melief et al., 2013b).

MSC ovliviwji efektorové populace lymfocyti i nepiimo inhibici maturace
dendritickych bunék (dendritic cell, DC) a navozenim jejich tolerogenniho fenotypu. Jednim
Z mechanismu je zvySeni produkce 1L-10 MSC, kdyz jsou kokultivovany s DC, a nasledném
snizeni exprese markerd maturovanych DC (CD80, CD86, 0X62, MHC II, CD11b/c) a také
snizeni produkce IL-12 DC (Liu et al., 2013). MSC navozuji tolerogenni fenotyp DC, ktery
odpovida fenotypu tolerogennich DC indukovanému apoptickymi buiikami. Tento fenotyp je
podobny nematurovanym DC, ale zustava stabilni i po stimulaci ,,signaly nebezpeci®. Dle
n¢kterych studii je navozeni tolerogennich DC pomoci MSC zavislé na mezibunééném
kontaktu (Jagged-2 vazici se na Notch receptor) (Zhang et al., 2009). Uplatiiuji se také solubilni
faktory, jako je TSG-6, ktery blokuje drahu mitogenem aktivovanych protein kinaz (mitogen
activated protein kinases, MAPK) a translokaci NFkB do jadra DC stimulovanych ,,signaly
nebezpeci®, ¢imz je zabranéno maturaci DC (Liu et al., 2014). Tolerogenni DC maji zvySenou
expresi IL-10, IDO, Fas-L a CD11b a naopak snizenou expresi IL-12, TNF-qa, IL-13, CD1l1c,
CD80, CD86 a CD40 (Beyth et al., 2005). Maji schopnost indukovat Treg napt. prostiednictvim
TGF-B (Zhao et al., 2012).

MSC jsou pomérné heterogenni v imunomodulaénich 1 diferenciac¢nich schopnostech a
to jak mezidruhové tak v rdmci organismu. Napiiklad mysi MSC produkuji NO a inhibuji tak
proliferaci lymfocyti, zatim co u lidskych MSC tuto funkci plni pfevazné IDO. U mySich MSC
nebyla exprese IDO potrvzena (Bouffi et al., 2010; Ren et al., 2009). Lidské MSC produkuji
IL-10 (Kim et al., 2015a), zatim co u mysich MSC exprese IL-10 potvrzena nebyla (English et
al., 2007). Rozdily v expresi imunomodulacnich faktorti jsou také mezi MSC, které se nachazi

Vv riznych tkanich (Hwang et al., 2009; Yang et al., 2013).
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1.3.1 Solubilni faktory produkované MSC

Mezi molekuly, které hraji nejzasadnéjsi roli v potlaceni proliferace prozanétlivych
populaci imunitnich bungk, patii solubilni faktory oxid dusnaty (NO), TGF-p, indoleamine-2,3-
dioxygenaza (indoleamine-2,3-dioxygenase, IDO), PGE2, rlstovy faktor hepatocyti
(hepatocyte growth factor, HGF), hem oxygenaza (heme oxygenase, Ho), IL-6, TSG-6, IL-7 a
mnoho dal$ich (viz obrazek 2) (Castro-Manrreza and Montesinos, 2015).

NO je molekula produkovana pomoci enzymu indukovana syntdza oxidu dusnatého
(inducible nitric oxid synthase, iINOS) z aminokyseliny L-arginin. Enzym iNOS je MSC
exprimovan, pouze pokud se v prostiedi vyskytuje dostatecné mnozstvi prozanétlivych
cytokind, pfipadné LPS (Li et al., 2012). Mysi MSC produkuji NO az po stimulaci LPS a
IFN-y a diky tomu transkripéni faktory nuklearni faktor kappa B (nuclear factor kappa B, NF-
kB) a regula¢ni faktor interferonu (interferon regulatory factor, IRF) nasednou na sva vazebna
mista v promotoru iNOS. Nasledn¢ je tento enzym exprimovan a je produkovan NO
(Xie et al., 1993). Stimulace MSC samotnym LPS nebo samotnym IFN-y nesta¢i pro expresi
iNOS a naslednou produkci NO (Svobodova et al., 2011). NO plni riiznou funkci v ptirozené
a adaptivni imunité. Buniky pfirozeného imunitniho systému produkuji NO zejména proto,
aby zniCily fagocytované patogeny (Marcinkiewicz, 1997). Pfevazné u mysi hraje NO
vyznamnou roli v regulaci odpovédi adaptivniho imunitniho systému. Bylo prokazano, ze NO
ma schopnost inhibovat proliferaci lymfocyta (Hoffman et al., 1990; Sato et al., 2007). Touto
molekulou je ovliviiovana i polarizace T lymfocytd. Z CD4*'CD25 T lymfocytl, které se
mohou podilet na odhojovani transplantatu, mohou v prostiedi s NO vznikat tolerogenni
CD4"CD25 NO-Treg. Tyto buiiky maji unikatni schopnost inhibovat prozanétlivé populace
jako napt. Th17 (Niedbala et al., 2013).

Cytokin IL-6 je konstitutivné exprimovany MSC. V Casné fazi zanétu funguje jako
prozanétlivy cytokin. Podporuje piezivani a efektorové funkce neutrofilt (Raffaghello et al.,
2008) a v kombinaci s TGF-p indukuje vznik prozanétlivého fenotypu lymfocyti Thl7
(Veldhoen et al., 2006). Na druhou stranu bazalni troven exprese IL-6 MSC inhibuje
diferenciaci monocytli na DC a podporuje vznik tolerogenni populace makrofagt, které dale
indukuji vznik Treg (Melief et al., 2013a; Melief et al., 2013b). U MSC izolovanych z mysi
S deleci genu pro IL-6 bylo pozorovano sniZzeni produkce PGE2, coz nasvédCuje tomu, ze
Cox-2 je pozitivné regulovana IL-6 (Bouffi et al., 2010).

MSC podporuji tolerogenni fenotyp makrofagii M2 prostiednictvim produkce cytokinu

TSG-6. Makrofagy stimulované ,,signdly nebezpeci® zvysi expresi prozanétlivych cytokini,
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jako napf. TNF-a, ¢imz amplifikuji zanétlivou reaci. Zaroven ale dochazi Kk tomu, Ze
prozanétlivé cytokiny sméruji MSC k fenotypu MSC2, které maji zvysenou expresi TSG-6.
Timto faktorem MSC inhibuji signaliza¢ni drahu NF-«xB makrofagi, a tedy jejich schopnost
navodit prozanétlivé prostiedi (Choi et al., 2011). TSG-6 také stabilizuje tolerogenni fenotyp
DC (mechanismus uveden vyse) (Liu et al., 2014).

Cytokin IL-7, ktery se vaze na molekulu CD127 (IL-7 receptor, IL-7R), je nezbytny
v Casné fazi vyvoje lymfocytt (Peschon et al., 1994; Yu et al., 2004), IL-7 produkovany MSC
podporuje ptezivani naivnich lymfocytd (Normanton et al., 2014). IL-7R je také markerem
pamétovych T bunék (Huster et al., 2004). Na rozdil od jinych efektorovych T bunék jsou Treg
definovany jako populace T lymfocyti CD4"CD25"CD127low (Seddiki et al., 2006). Bylo ale
zjisténo, ze exprese IL-7R vzrasta po aktivaci Treg a koreluje s markery aktivovanych Treg
(CD103, ICOS) (Simonetta et al., 2010). Signalizace IL-7R po navazani IL-7 podporuje
schopnost Treg odpovidat na IL-2 a tedy zprostfedkovavat periferni toleranci (Schmaler et al.,
2015). IL-7 podporuje obnoveni krvetvorby po transplantaci hematopoetickych kmenovych
bun¢k (Broers et al., 2003), ale zaroven napomaha piezivani alloreaktivnich lymfocyti a
amplifikuje GvHD (Chung et al., 2008; Sinha et al., 2002).

1.3.2 Povrchové molekuly MSC uplatiiujici se pi‘i imunomodula¢nich mechanismech

Vyznamnymi povrchovymi molekulami exprimovanymi MSC pro ovlivnéni imunitniho
systému jsou napt. ligand programované bunééné smrti 1 (programmed cell death-ligand 1,
PD-L1), Fas ligand (Fas-L), intracelularni adhezivni molekula 1 (intercellular adhesion
molecule-1, ICAM-1), adhezivni molekula bunék cév (vascular cell adhesion molecule-1,
VCAM-1) (Majumdar et al., 2003).

Mezibunéény kontakt MSC s buiikami imunitniho systému je dilezity pro
imunosupresivni pisobeni MSC (Quaedackers et al., 2009). MSC prostiednictvim povrchové
molekuly z rodiny B7, PD-L1 inhibuji proliferaci a efektorové funkce leukocytit (Augello et
al., 2005; Chinnadurai et al., 2014). PD-L1 se vaze na molekulu PD-1, kterou exprimuji
aktivované lymfocyty, NKT, aktivované monocyty a DC (Keir et al., 2008). Prostfednictvim
molekuly Fas-L MSC indukuji apoptdzu bungk, které exprimuji Fas. Toto je vyznamné pro
inhibici T buné€k. Mechanismus je takovy, ze MSC atrahuji T bunky produkci chemotaktického
proteinu monocytt 1 (monocyte chemotactic protein-1, MCP-1) do své blizkosti a poté navodi
apoptozu T bungk prostiednictvim Fas-L. Apoptické T buiiky podporuji makrofagy v produkci
TGFB, ¢imz je vyrazné podpofen vznik Treg (viz obrazek 3) (Akiyama et al., 2012).
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Obrdzek 3 MSC produkci chemotaktického proteinu monocyti (MCP-1) atrahuji aktivované T buiiky do své blizkosti a prostiednictvim interakce
Fas/Fas-L navozuji apoptézu téchto T bunék. Fagocytozou apoptickych télisek makrofigy je zvySena produkce TGF-8 a podporen vznik
regulacnich T bunck (Treg), které zprostiedkovivaji imunitni toleranci (Akiyama et al., 2012).

Také bylo prokazano, ze se zvySenou expresi adhezivnich molekul ICAM-1 a VCAM-1 maji
MSC vétsi schopnost imunosupresivné ptsobit na imunitni bunky, pfedevsim na T lymfocyty

(Ren et al., 2010).
1.4 Imunosupresivni latky

Mechanismy ptisobeni imunosupresivnich latek byly doposud nejlépe prozkoumany na
T bunikach (viz obrazek 4). Cilové molekuly imunosupresivnich latek ale exprimuji i MSC,

proto lze ptedpokladat, ze imunosupresivni latky ovliviiuji i MSC (Hoogduijn et al., 2008).
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Obrdzek 4 Molekuldrni mechanismy piisobeni cyklosporinu, mykofenolditu a rapamycinu. Upraveno podle:
http:/Atmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/organ_transplantation.
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Imunosupresivni latky Ize rozdélit dle mechanismu ptisobeni (viz Tabulka 3).

Tabulka 3 Klasifikace imunosupresivnich litek dle mechanismu piisobent. Upraveno podle: (Survase etal., 2011).

Regulatory genové exprese

Glukokortikoidy

Inhibice MAPK, PI3K, Akt
signaliza¢ni drahy
Inhibice transkripénich
faktoru AP-1, NF-xB

Alkylaéni ¢inidla

Cyklofosfamid

Alkylace DNA,
suprese B lymfocyti

Inhibitory de novo syntézy
purint

Metotrexat, Azatioprin,
Mykofenolat mofetil

Suprese prozanétlivé
imunitni odpovédi
prostiednictvim adenozinu,
indukce apoptozy
aktivovanych T lymfocytu,
inhibice syntézy purind a
pyrimidind

Inhibitory de novo syntézy
pyrimidini

Leflunomid

Inhibice dihydroorotat
dehydrogenazy

Inhibitory kinaz a fosfataz

Cyklosporin A, FK-506
(takrolimus), rapamycin

Inhibice fosfatazové aktivity
kalcineurinu
(NFAF signaliza¢ni draha),
signaliza¢ni drahy NF-xB
a kinaz buné¢ného cyklu
(mTOR)
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1.4.1 Cyklosporin A

Imunosupresivni latka CSA byla poprvé izolovana z houby Tolypocladium infantum
vroce 1970. O 6 let pozd&ji bylo na zvifecim modelu odhaleno, ze CsA pusobi
imunosupresivné na T lymfocyty (Borel et al., 1976) coz bylo pozdé&ji prokazano i u lidi
(Leoni et al., 1978). Je vSak znamo, ze ma nefrotoxické vedlejsi ucinky (de Mattos et al., 2000).

CsA je cyklicky peptid o 11 aminokyselinach (viz obrazek 5). Cyklické peptidy jsou
oproti linearnim peptidiim odoln¢;jsi vii¢i proteolytické degradaci a navic maji schopnost se vice
specificky a pevnéji vazat na makromolekularni receptory (Zhang et al., 2008).

Imunosupresivni vlastnosti CSA vyplyvaji ze schopnosti inhibovat signaliza¢ni drahy
nuklearniho faktoru aktivovanych T bunék (nuclear factor of activated T-cells, NFAT) a NF«kB,
coz bylo studovano ptedevsim na T bunkach. K inhibici translokace NFAT do jadra dochazi
tak, ze se CSA vaze na cyklofilin (Cyp) a nésledné tento komplex po vazbé na kalcineurin (Cn)
(Liuetal., 1991) zptisobi posun autoinhibi¢niho alfahelixu z aktivniho mista Cn a stericky brani
navazani substratu do aktivniho mista (viz obrazek 6). Tato vazba je nekompetitivni (Jin and
Harrison, 2002). Pro pfesun transkripéniho faktoru NF«B do jadra je nutné, aby byl odstranén
inhibitor IkB ubikvitinaci a degradaci v proteazomu. CSA mé schopnost se nekompetitivné
vazat na 20S proteazom, ¢imz zamezi degradaci IkB a presunu NFxB do jadra
(Meyer et al., 1997; Nishiyama et al., 2005).
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Obrdzek 5 Chemicky vzorec cyklosporin A (Borel et al., 1976) . Obrazek 6 Krystalova struktura vazby CsA s Cyp na Cn. Cn je tvoren

podjednotkami CnA, CnB. Hvézdickou je oznaceno aktivai misto Cn
(Jinand Harrison, 2002).
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1.4.2 Mykofenolat mofetil

Mykofenolat mofetil (MMF) (2-morfolinoetyl ester kyseliny mykofenolové) je
prekurzorem kyseliny mykofenolové (MPA). V pfirod¢ je MMF produkovan plisnémi rodu
Penicillium (Anderson et al., 1988). V organismu je MFF rychle metabolizovan na MPA a
glukuronid MPA a vylucovan z t€la t€lnimi tekutinami (viz obrazek 7). MPA pusobi jako
inhibitor inosin monofosfat dehydrogenazy (IMPDH) a ovliviiuje tak syntézu guaninu v S fazi
bunééného cyklu (Cohn et al., 1999) (viz obrazek 8). Existuji dvé rizné izoformy tohoto
enzymu, a to IMPDH | a IMPDH I, které jsou kdédovany riznymi geny na raznych
chromozomech (Natsumeda et al., 1990). Tyto izoformy vykazuji 84% shodu v sekvenci
aminokyselin, jsou evolu¢né konzervovany, aviak MPA ma 4,8 krat vyssi Gi¢innost inhibovat
IMPDH |1 oproti IMPDH | (Carr et al., 1993).

Zejména proliferujici buiikky maji zvySenou expresi IMPDH II. Je znamo, Ze lymfocyty
maji vysokou expresi IMPDH II, a proto jsou citlivé k inhibi¢nimu ptisobeni MPA na rozdil od
ostatnich bun¢k (Cohn et al., 1999). Tento efekt je vyuzivan k imunosupresi po transplantacich,
kdy MPA inhibuje klonélni expanzi a cytotoxicitu lymfocyta.

U MSC ale byla také zjisténa vysoka urovén exprese IMPDH II ve vztahu k pozitivnimu
markeru MSC - CD90 (Hoogduijn et al., 2008), proto lze o¢ekavat vyrazny vliv MPA na MSC.
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Obrazek T Strukturni vzorec mykofenolat mofetil, kyselina mykofenolova, glukuronid kyseliny mykofenolové. Vzdjemna premeéna a vylucovani

2 organismu télnimi tekutinami (Allison and Eugui, 2000).
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Pathways of Purine Biosynthesis
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Obrdzek 8 Biosyntéza purimi de novo a prostiednictvim Salvage drahy. Zvyraznéno inhibici MPA na IMPDH(Allison and Eugui, 2000).
1.4.3 Rapamycin

Rapamycin (Rapa) (viz obrazek 9), oznacovan také jako sirolimus, je produkovan
bakterii Streptomyces hygroscopicus, ktera byla nalezena ve vzorcich pidy Velikono¢niho
ostrova (Rapa Nui). Poprvé byl Rapa izolovan v roce 1975 (Sehgal et al., 1975). V nasledujicich
letech bylo zjisténo, ze ma vliv na metabolismus nukleovych kyselin, lipidi i proteint
(Singh et al., 1979) a je schopen zastavit bunéény cyklus v G1 fazi, coz bylo testovano na
modelu kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Kvasinky s deleci genu FPR1 kddujici protein
FK506 vazajici protein (FK506 binding protein, FKBP) byly rezistentni vii¢i plisobeni Rapa.
Pokud se nachazela mutace v genech TOR1 a TOR2, rovnéZz doslo k rezistenci vii¢i Rapa, ¢imz
bylo prokazano, Ze tyto proteiny hraji roli v ptisobeni Rapa (Heitman et al., 1991). Bylo
potvrzeno, Ze Rapa inhibuje T bunécnou proliferaci zablokovanim buné¢né signalizace vedouci
od IL-2 receptoru na modelu mysich bunék (Bierer et al., 1990). Bylo ovéieno, ze u savcu se
vyskytuje jak receptor pro Rapa FKBP, tak i homolog kvasinkovych TOR, znamy jako
mammalian target of rapamycin (mTOR) a byla potvrzena shoda v sekvenci aminokyselin
45% vaci kvasinkovym proteinim TOR1 a TOR2 (Sabers et al., 1995).

Podle pritomnosti ¢i nepfitomnosti zivin, rustovych faktori a hormont je fizena
aktivace mTOR, ktery plni funkci regulatoru bunééného ristu, podporuje anabolické procesy a
inhibuje autofagii. Senzorem energie v bunce je oproti tomu protein kinaza aktivovana AMP
(AMP activated protein kinase, AMPK). Za podminek nedostatku energie AMPK podporuje
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katabolické procesy, aktivuje signaliza¢ni drahu pro autofagii. Toto pusobi jako ochrana pred
apoptozou z divodu nedostatku energie (Kim et al., 2011). Bylo zjisténo, ze kratkodobé
ovlivnéni MSC nizkou (nanomolarni) koncentraci Rapa zvySuje imunosupresivni vlastnosti

MSC, k ¢emuz pravdépodobné dochazi podpofenim autofagie (Kim et al., 2015b).

Obrdzek 9 Chemicky vzorec Rapamycinu (Wishart et al., 2006).
1.4.4 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy jsou steroidni hormony ptirozené produkované v téle obratlovca.
V bunce se vazi na glukokortikoidovy receptor (GR), ktery je exprimovan i nejprimitivnéjsimi
zastupci obratlovet (Thornton, 2001). Glukokortikoidy se tcastni regulace zanétu, negativné
ovliviluji expresi prozanétlivych cytokintl buikami ptirozené i adaptivni imunity (Berkenbosch
et al.,, 1987). GR tvoii komplex s dalSimi proteiny jako napf. Hsp90, Src. Po navazani
glukokortikoidu na GR se tento komplex rozpada, GR putuje do jadra a ovliviiuje genovou
expresi bud’ ptimou vazbou na DNA, nebo se vaze na jiné transkrip¢ni faktory uz navézané na
DNA piipadné se GR vaze na DNA a zdrovei interaguje s ostatnimi transkripcnimi faktory,
jako je napi. NF-kB, AP-1 (Nissen and Yamamoto, 2000). Navic dochazi k tzv. negenomické
signalizaci prostfednictvim proteinti, které pifed navazanim glukokortikoidu tvotily komplex
s GR a po rozpadu tohoto komplexu jsou uvolnény a mohou spoustét signalizaci pies MAPK,
PI3K, AKT drahu (viz obrazek 10) (Oakley and Cidlowski, 2013).

Glukokortikoidy byvaji podavany pacientim pro 1écbu GvHD, avSak ne vzdy jsou
ucinné, proto se pristupuje k jinym moznostem jako je podavani jinych imunosupresivnich latek
nebo 1é€ba monoklonalnimi protilatkami (Deeg, 2007). Novou alternativou by mohlo byt

vyuziti imunosupresivnich vlastnosti MSC (Auletta et al., 2015). Glukokortikoidy jsou
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podavany i v piipadé transplantaci napf. ledvin (Perico et al., 2013) nebo autoimunitnich

onemocnéni, jako je lupus erythromatodes (Liang et al., 2012) (viz tabulka 1, 2).

Glucocorticoids
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Obrizek 10 Signalizace pres GR; GR tvori komplex s dalsimi proteiny jako napr. Hsp90, Src. Po navazani glukokortikoidu se komplex rozpada,

GR putuje do jadra a oviiviuje genovou expresi. Ostatni proteiny komplexu mohou zprostredkovavat tzv. ,, Negenomickou signalizaCi* a ovlivnit
MAPK, PI3K, AKT drdhu (Oakley and Cidlowski, 2013).

Glukokortikoidy se v téle vyskytuji v inaktivni formé (maji 11p-ketoskupinu) a
Vv piipadé potieby je tato skupina redukovana a glukokortikoidy jsou tak zménény na
formu aktivni (maji 11B-hydroxyskupinu) (viz obrazek 11). Syntetické glukokortikoidy (jako
napt. dexametazon (Dex), prednizon (Pre)) jsou modifikacemi pfirozené se vyskytujiciho
glukokortikoidu kortizol (viz obrazek 12 — 13) (Diederich et al., 2002).

OH

O Obrézek 11 Chemicky
-1 CH, vzorec kortizol
(Wishart et al., 2006).

0
Obrizek 12 Chemicky vzorec dexametazon. Obrazek 13 Chemicky vzorec prednizon, inaktivni forma
Odvozen od prirozené se vyskytujiciho glukokortikoidu kortizol. glukokortikoidu —v pozici 11 ketoskupina. Odvozen od prirozené
Mezi uhliky 1 a 2 dvojnd vazba. Vpozici 9 fluor (F), v pozici 16 se vyskytujictho glukokortikoidu kortizol. Mezi uhliky 1 a 2
methyl (CHs) (Wishart et al., 2006). dvojnd vazba (Wishart et al., 2006).
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2. Cile diplomové prace

Bunécna terapie zalozend na podavani MSC je predmétem tady klinickych studii v
oblasti transplantaci i autoimunitnich onemocnéni. SouCasné jsou pacientim podavany
imunosupresivni latky. Je zndmo, Ze imunosupresivni latky ovliviiuji ptisobeni MSC na bunky
imunitniho systému. Byla popsana fada cytokint i povrchovych molekul, prostiednictvim
kterych  MSC moduluji imunitni odpovéd’. Dosud ale neni znamo, jaky vliv maji
imunosupresivni  latky na expresi konkrétnich molekul, které zprostfedkovavaji

imunomodulaéni vlastnosti MSC.

Cile této diplomové prace jsou ovérit vliv vybranych imunosupresivnich latek na:
e Piezivani
e Metabolickou aktivitu
e Diferenciaci
e Expresi molekul, které hraji vyznamnou roli v imunomodula¢nich mechanismech na
modelu mySich MSC izolovanych z tukové tkan€ a lidskych MSC izolovanych z tukové

tkané a kostni dfené in vitro
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3. Metody

3.1 Média

Pro kultivaci mysich MSC bylo pouzito médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) obohacené o tepelné inaktivované fetalni teleci sérum
(FCS, fetal calf serum), (Sigma-Aldrich) o vysledné koncentraci 10 %. Dale byl pfidavan
penicilin (100 U/ml, Sigma-Aldrich), streptomycin (100ug/ml,  Sigma-Aldrich),
2-merkaptoethanol (5 x 10° M, Serva, Heidelberg, Germany) a HEPES pufr (10mM, Sigma-
Aldrich).

Lidské MSC byly kultivovany v médiu a-MEM (Minimum Essential Medium, Sigma)
S 5% destickovym lyzatem a antibiotiky penicilin (100 U/ml, Sigma-Aldrich), streptomycin
(100pg/ml, Sigma-Aldrich).

3.2 Roztoky

a) Fosfatovy pufr (phosphate buffered saline, PBS): 37 mM NaCl, 10 mM Phosphate,
2.7 mM KCI, pH 7,2-7,4.
b) Tris boratovy pufr (TBE) 0,089 M Tris-borat, 0,089 M kyselina borita, 0,002 M EDTA
c) Promyvaci pufr — ELISA: 0,05% Tween®20 v PBS, pH 7,2-7,4.
d) Hovézi sérum albumin (bovine serum albumin, BSA)
e) Substrat — ELISA:
a) 120 mg 2,2"-azino-bis-3-ethylenbenzthiazolin-6-sulfonové kyseliny
b) 11 ul 30% H20:
c) 7,68 gkyseliny citronové
d) 400 ml H20, pH upraveno na 4,35 (Sigma-Aldrich)
f) Griessova reakce: Roztok A
a) 0,5g sulfonamidu (Sigma-Aldrich)
b) 1,5ml H3PO,4
c) 48,5mlH0
Roztok B
a) 0,15 g N-1-naphtylendiamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich)
b) 1,5 ml H3sPO4
c) 48,5mlH0
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3.3  Zdroj bunék

Pro izolaci mysich MSC byl pouzit inbredni kmen mys$i BALB/c z chovii Ustavu
experimentalni mediciny, AVCR, v.v.i..
Lidské MSC poskytla Laboratof tkaiovych kultur a kmenovych bungk z Ustavu

experimentalni mediciny, AVCR, v.v.i..
3.4  Izolace mySich MSC

Mysi MSC byly izolovany z tukové tkan¢ abdominalnich tfiselnych kapes. Tukova tkan
byla nejprve rozstiihana a pak St€pena 60 minut 1% kolagenazou I (Sigma-Aldrich) ve 37°C a
5% CO2. Suspenze pak byla doplnéna PBS na 7 ml, zcentrifugovana 4 minuty pfi otackéach
170g. Nakonec byly buiiky ptfevedeny do média DMEM a kultivovany v termostatu ve 37°C a
5% COz2. Po uplynuti 48 hod bylo médium vyménéno. MSC byly nadale kultivovany a po 3 az
4 pasazich pouzity k pokustim.

3.5 Diferenciace adipogenni a osteogenni

Diferenciace mysich i lidskych MSC probéhla dle stejného protokolu. V.1 ml bylo
kultivovano 30tis. MSC ve 24-jamkové desticce v termostatu ve 37°C a 5% CO2 do
a imunosupresivni latky (viz tabulka 5) a pravidelné¢ vyménovano 3x tydné. Pro dosazeni
adipogenni diferenciace byly buiiky takto kultivovany 7 dnii a pro dosaZeni osteogenni
diferenciace 21 dnl. Poté byly buiiky zafixovany paraformaldehydem. Tukové vacky byly
obarveny Oil Red O a depozita kalcia Alizarin Red. Pod mikroskopem Olympus 1X81 byly

bunky mikroskpovany a nafoceny.
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Tabulka 4 Diferenciacni cinidla pridavand na 10 mi média DMEM. Dexametazon (Dex), 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), kyselina
askorbovd (ascorbic acid, AA), glyceraldehyd 2 fosfat (G-2P). (Sigma-Aldrich)

Diferenciace

Adipogenni Osteogenni
Dex 1ImM 1 ul Dex 1 mM Il
IBMX0,5M 10 wl AA 0,1 M 20 ul
Insulin 10 mg/ml 10 pl G-2P 1M 100 ul
Indometacin 10 mM | 100 ul

Tabulka 5 Prehled pridavanych imunosupresiviich ldtek. Cyklosporin A (CsA), mykofenoldat mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon

(Dex), prednizon (Pre). (Sigma-Aldrich)

Imunosupresivni latka Koncentrace mysi MSC Koncentrace lidska MSC
CsA 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
MMF 0,05 pg/ml 0,5 pg/ml
Rapa 0,05 pg/ml 0,05 pg/ml
Dex 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
Pre 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml

3.6  Metabolicka aktivita

Pro méfeni metabolické aktivity byly mys$i MSC kultivovany v po€atecnim mnoZzstvi
6 tis. MSC na jamku v 96-jamkové desticce Vv objemu 200 pl. Mysi MSC byly kultivovany
S imunosupresivnimi latkami o koncentracich 0,05 pg/ml, 0,5 pg/ml, 5 pg/ml s a bez pfidani
IFN-y 0 koncentraci 10 ng/ml a lidské MSC s koncentracemi: CsA, MMF, Dex, Pre 0,5 pg/ml,
5 pg/ml, Rapa 0,05 pg/ml, 0,5 pg/ml. Pouzité koncentrace imunosupresivnich latek byly
odvozeny od davek pouzivanych v klinické praxi. Kultivace mysich i lidskych MSC trvala 2
dny.

Metabolicka aktivita MSC byla uréena pomoci tetrazoliové soli WST-1 (water soluble
tetrazolium-1) (Roche, Némecko), ktera byla ptidana do média v poméru 1:10 a buiky byly

dale inkubovany v termostatu za standartnich podminek po dobu 120 minut. Metabolicka
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aktivita byla pfimo umérna zabarveni média v jamce a byla méfena spektrofotometrem pfi

vlnové délce 450 nm.

3.7

Izolace RNA

Pro izolaci RNA byly mysi MSC kultivovany 24 hodin v 6-jamkové desti¢ce v objemu

3 ml v pocatecnim mnozstvi 300 tis. MSC na jamku. Mysi MSC byly kultivovany

S imunosupresivnimi latkami o nésledujicich koncentracich: CsA, Dex, Pre 0,5 pg/ml, MMF,

Rapa 0,05 pg/ml s a bez IFN-y o koncentraci 10 ng/ml.

RNA byla izolovana metodou fenol chloroformové extrakce.

3.8

Po odebrani supernatantu bylo pfidano 500 pl Trireagentu (TRI Reagent® RT, MRC,
Cincinnati, USA), 2 ul polyakrylového nosice (Polyacryl Carrier) (Molecular Research
Center, Inc., Cincinnati, USA) a 100 pl chloroformu. Po dikladném protfepani byly
vzorky centrifugovany na 12 000 g 15 minut pii 4°C.

Kvodni fazi obsahujici RNA bylo pfiddno 250 pl izopropanolu. Nésledovala
centrifugace na 12 000 g 8 min pii 4°C.

Pelety byly oplachnuty 75% ethanolem a suSeny 5 minut pii 39°C. RNA byla
resuspendovana ve 25 ul H,O bez obsahu RNaz (Top-Bio, Praha, Ceska republika) a
inkubovéana 65°C na 5 minut pro rozvolnéni sekundéarnich struktur.

Poté nasledovala reverzni transkripce
Reverzni transkripce

1 ug vzorku RNA

1 pl nukleotidd 10uM (Deoxynucleotide triphosphates, dNTP) (Invitech)

200 pg primert (hexanukleotidy) (Promega)

65°C 5 minut

4 ul 5x first-strand buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCl, 15 mM MgClz]
(Invitrogen, Praha, Ceska republika)

1 ul 0,1M dithiotreitol (DTT, Invitrogen, Praha, Ceské republika)

0,5 pl RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega)

0,7 ul reverzni transkriptazy (SuperScript® III Reverse Transcriptase)

(Invitrogen, Praha, CR)

Program termocykléru pro reverzni transkripci vyizolované RNA na cDNA
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3.9

25°C 5 minut
50°C 30-60 minut
70°C 15 minut

Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (Polymeraze chain reaction, PCR) obsahovala

nasledujici reagencie:

sens a antisens primery v poméru 1:1; (1,5 pl primeru GAPDH, ostatni primery 2 ul;
vychozi koncentrace primert 0,025 mM roztok H20), nukleotidova sekvence primert
(viz tabulka 6).

1,5 ul vzorku cDNA

6 ul PPP Master Mix (Top-Bio)

4,5 ul H20 (Top-Bio)

Program termocykléru pro PCR

a)
b)
c)
d)
e)

2 minuty denaturace pii 95 °C

20 vtefin denaturace pii 95 °C

20 vtefin nasedani primert pii 60 °C
20 vtefin elongace pii 72 °C

10 minut finalni syntéza pti 72 °C

Kroky b) az d) byly opakovany 24 — 35x. Produkty probéhl¢ PCR byly naneseny na

elektroforézu a sledovany pomoci interkala¢niho ¢inidla ethidium bromid. Byl pouZzit 2%

agarozovy gel a pufr TBE.
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Tabulka 6 Pouzité primery pro PCR. S-sense, A-antisense.

Primer Sekvence

GAPDH S 5'-GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3’
GAPDH A 5'-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3’
HGF S 5-CACCCCTTGGGAGTATTGTG-3"
HGF A 5'-GGGACATCAGTCTCATTCACAG-3’
FGF S 5’-CGGCTCTACTGCAAGAACG-3’
FGF A 5-TGCTTGGAGTTGTAGTTTGACG-3’
HO-1S 5’-CAGAACCCAGTCTATGCCCC-3’
HO-1 A 5-GCTGATCTGGGGTTTCCCTC-3’
Fas S 5'-GAAGGAGTACATGGACAAGA-3’
Fas A 5"-TGATATGCATCACTCTTCCC-3’
PD-L1S 5'-GGCCGAGGGTTATCCAGAAG-3’
PD-L1 A 5-CTGCTAAGCCAGGAACCCTC-3”
ICAM S 5'-GTCCGCTGTGCTTTGAGAAC-3’
ICAM A 5"-TCGAGCTTTGGGATGGTAGC-3’
VCAM S 5’-GTCACGGTCAAGTGTTTGGC-3"
VCAM A 5'-AGATCCGGGGGAGATGTCAA-3’
IL-7S 5-TCTTGGGATGGATGGACCAGG-3’
IL-7 A 5'-AACTTGCGAGCAGCACGATT-3’
IL-6 S 5'-AGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3’
IL-6 A 5"-TTCTGCAAGTGCATCATCGT-3’
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3.10 Kvantitativni polymerazova retézova reakce

Lidsk¢ MSC byly kultivovany 24 hodin v 6-jamkové destiCce v objemu 3 ml
V poc¢ateCnim mnozstvi 300 tis. MSC na jamku za pfitomnosti imunosupresivnich latek o
koncentracich 5 pg/ml. (Izolace RNA a piepis do cDNA byl proveden podle protokolu, ktery
je uveden v kapitolach 3.7 a 3.8)
Kvantitativni PCR provedla Mgr. Barbora Heifméankova na Ustavu experimentalni
mediciny, AVCR, v.v.i..
Reagencie:
1) 5 ul SYBRGreen Supermix (Bio-Rad)
2) 1 ul primert (nukleotidové sekvence (viz tabulka 7); vychozi koncentrace primerd
0,016 mM roztok H20)
3) 1 ulH20
Reakce probehla v objemu 10 pl (7 pl mix, 3 ul cDNA)
Program termocykléru iCycler (Bio-Rad) pro real-time PCR:
a) 3 minuty denaturace 95°C
b) 10 vtefin denaturace 95°C
c) 20 vtefin annealing 60°C
d) 20 vtefin elongace 72°C
Fluorescence byla detekovana v kazdém cyklu po elongaci pii 80°C po dobu
5 vtefin. Data byla analyzovana na detekénim systému iCycler (Bio-Rad) a byla vztazena

k referen¢nimu genu GAPDH.
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Tabulka 7 Seznam primerii pro kvantitativni PCR.

Primer Sekvence

h TSG-6 L 5’-GGCCATCTCGCAACTTACA-3’

h TSG-6 R 5’-CAGCACAGACATGAAATCCAA-3’

h TGFBI L 5-GCAGCACGTGGAGCTGTA-3’

h TGFB1 R 5'-CAGCCGGTTGCTGAGGTA-3’
hIL-6 L 5’-GACCCAACCACAAATGCCA-3’
hIL-6 R 5'-GTCATGTCCTGCAGCCACTG-3"
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3.11 Pritokova cytometrie

3.11.1 Povrchové znaky

Metodou pritokova cytometrie byly méfeny povrchové znaky (viz tabulka 8) a také
apoptdza. MSC byly kultivovany po dobu 2 dnti ve 24-jamkové desti¢ce V pocatecnim mnozstvi
150 tis. bun€k na jamku v 600 ul média. Mysi MSC byly kultivovany s imunosupresivnimi
latkami o koncentracich 0,05 pg/ml, 0,5 pg/ml, 5 ug/ml s a bez pridani IFN-y o koncentraci 10
ng/ml a lidské MSC s koncentracemi: CsA, MMF, Dex, Pre 0,5 ug/ml, 5 ug/ml, Rapa 0,05
pg/ml, 0,5 ng/ml.

Ptiprava bunék pro méfeni na pritokovém cytometru probchla podle nasledujiciho
protokolu.

e Bunky byly z 24-jamkové desticky uvolnény trypsinem a pfeneseny do mikrotitrani
desticky (Nunc) v objemu 200 pl.

e Centrifugace 3 minuty (170g). Pelety byly rozvolnény a poté byly ptidany protilatky
nafedéné PBS v objemu 10 pl.

e Inkubace ve 4°C bez ptistupu svétla po dobu 25 minut. Poté byly protilatky odmyty,
vzorek byl natedén do 175 ul. Mrtvé bunky byly ozna¢eny barvou Hoechst33258.

Pro méfeni povrchovych znaki MSC byly pouzity monoklonalni protilatky
konjugované s fluorochromy alofykocyanin  (APC, allophycocyanine), fluorescein
isothiokianat (FITC, fluorescein isothiocyanate), fykoerytrin (PE, phycoerythrin) (viz tabulka
8).

Nameéfena data byla vyhodnocena v programu GatelLogic308.3A (Inivai, Mentone

Victoria, Australia). Gatovaci strategie (viz obrazek 1 ptilohy).
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Tabulka 8 Protildtky priitokova cytometrie.

Znak Fluorochrom Koncentrace Vyrobce Redéni Puvod
(mg/ml) MSC
CD106 APC 0,2 BioLegend 1:70 mysi
PD-L1 APC 0,2 BioLegend 1:70 mysi
Fas-L PE 0,2 BioLegend 1:70 mysi
CD45 PE 0,2 BioLegend 1:300 mysi
CD45 FITC 0,5 BioLegend 1:300 mysi
CD45 APC 0,2 BioLegend 1:300 mysi
CD11b APC 0,2 BioLegend 1:70 mysi/lidské
CD31 PE 0,5 BD 1:70 mysi
CD34 PE 0,2 BD 1:70 mysi
CD44 APC 0,2 BioLegend 1:70 mysi
CD73 PE 0,2 eBioscience | 1:70 mysi
CD90.2 PE 0,5 eBioscience | 1:70 mysi
CD105 PE 0,5 BioLegend 1:70 mysi
CD105 FITC 0,5 BioLegend 1:5 lidskeé
CD44 FITC 0,2 BioLegend 1:5 mysi/lidské
CD45 FITC 0,5 BioLegend 1:10 lidské
CD106 PE 0,025 BioLegend 1:30 lidskeé
PD-L1 APC 0,4 BioLegend 1:10 lidskeé
Fas-L PE 0,2 BioLegend 1:5 lidské

3.11.2 Apoptoza

Mysi 1 lidské MSC byly kultivovany za stejnych podminek jako pro méteni
povrchovych znakl. Pro meéfeni apoptéozy byl pouzit kit AnnexinV-Dy647 (Apronex
Biotechnologies, Ceska republika). AnnexinV se vaZe na fosfatidil serin, ktery je translokovan
na vn¢j$i povrch plazmatické membrany béhem apoptdzy.

Ptiprava bun¢k pro méfeni apoptéozy byla obdobnd jako tomu bylo u méfeni
povrchovych markerii. Po ptfevedeni bunék do mikrotitracni desticky probe&hlo barveni

AnnexinemV v 50 pl pufru (fedéno 1:100) 20 minut v pokojové teploté. Pak byl nenavazany
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AnnexinV odmyt. Vzorky byly méfeny ve 175 ul pufru, nekrotické buiiky byly znaceny barvou
Hoechst33258.

3.12 ELISA

Mysi i lidské MSC byly kultivovany za stejnych podminek, jako pro méfeni
povrchovych markerti a apoptéozy metodou pritokova cytometrie. Po uplynuti 2 dnt byl
odebran supernatant, ktery byl nasledné méifen metodou ELISA. Byla detekovana produkce

cytokini IL-6, IL-7 u mySich 1 lidskych MSC.

3.12.1 DuoSet® ELISA Development System R&D

Pomoci tohoto kitu byly méfeny cytokiny mysi IL-7, lidské IL-6, IL-7.
Test ELISA byl provadén v 96-jamkové mikrotitracni desticky Immunoplate (SPL Life
Sciences).

e Naneseni 100 pl primarni protilatky fedéné v PBS, inkubace ptfes noc v pokojové
teploté

e Promyti 3x promyvacim pufrem

e Blokovani 1% BSA minimalné 1 hodinu, 300 ul na jamku

e Promyti 3x promyvacim pufrem

e Piidani 100 pl vzorku, 100 pl standardu (rekombinantni protein), blank (médium),
inkubace 2 hodiny v pokojové teploté

e Promyti 3x promyvacim pufrem

e Prtidani 100 pl sekundarni protilatky fedéné v 1% BSA, inkubace 2 hodiny v pokojové
teploté

e Promyti 3x promyvacim pufrem

e Pfidani 100 pl Streptavidin-HRP, inkubace 20 minut v pokojové teploté ve tmé

e Promyti 3x promyvacim pufrem

e Pridani 100 pl substratu (reagent A H202 a reagent B Tetramethyl benzidin 1:1),
inkubace 20 minut v pokojové teploté ve tmé

e Piidani 50 ul 2N kyseliny sirové H2SO4

e Mcfeni optické denzity pti vinové délce 450 nm a referencni vinové délce 570 nm

(Mnozstvi cytokinu ve vzorku je piimo umérné intenzité zabarveni.)
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3.12.2 ELISA BD Pharmingen™

Pomoci tohoto kitu byla métena produkce IL-6 mysich MSC. Test ELISA byl provadén

v 96-jamkové mikrotitracni desticky Immunoplate (SPL Life Sciences).

50 pul 0,1M roztoku NaHCO3 (200 ml H20, 1,68 g NaHCOz3 s primarni protilatkou proti
IL-6 (Pharmigen, San Diego, CA) o koncentraci 0,76 ug/ml

Navazani primarni protilatky pies noc ve 4°C

2X promyto promyvacim roztokem

Blokovani volného povrchu jamek 150 pl 7,5% FCS rozpusténym v PBS (blokovaci
roztok) pfi laboratorni teploté 2 hodiny

4x promyto promyvacim roztokem

100 pl vzorku, 100 pl blank (médium DMEM), 100 pl cytokinovy standard (Genzyme,
Boston, MA)

Inkubovéano ptes noc ve 4°C

4x promyto promyvacim roztokem

100 pl roztoku sekundarni protilatky proti IL-6 (Pharmigen) v koncentraci 0,38 pg/ml,
inkubovéno 1 hodinu v laboratorni teploté

6X promyto promyvacim roztokem

100 pl avidin peroxidazy (2,5 pug/ml v blokovacim roztoku) po dobu 45 minut

8X promyto promyvacim roztokem

100 pl substratu

Vznikly barevny produkt po prob¢hlé enzymatické reakci byl méfen
spektrofotometricky pomoci méticiho filtru nastaveného na hodnotu 405 nm. (Mnozstvi

cytokinu ve vzorku je pfimo imérné intenzité zabarveni.)
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3.13 Griessova reakce — méreni produkce oxidu dusnatého

Mysi MSC byly kultivovany ve vychozim mnozstvi 18 tis. na jamku v 96-jamkové
desti¢ce v objemu média 200 pl s imunosupresivnimi latkami o koncentracich 0,05 pg/ml, 0,5
pug/ml, 5 pg/ml s IFN-y o koncentraci 10 ng/ml a LPS o koncentraci 1,25 ug/ml. Po 48
hodinach byl odebran supernatant.

Griessova reakce byla méfena v 96-jamkové desticce. Do jamek bylo ptfiddno 100 pl
supernatantu a 100 pl roztoku (Smichané roztoky A a B 1:1). Jako standard slouzil roztok
dusitanu sodného (NaNOgz, Sigma-Aldrich). Jako blank bylo pouzito médium DMEM. Méfeni
na spektrofotometru probéhlo pii 570nm.

3.14 Software

e Ovladaci software pro prutokovy cytometr: FACSDiva Software (BD)

e Vyhodnocovaci software pro data ziskana na pratokovém cytometru: GateLogic308.3A
(Inivai, Mentone Victoria, Australia)

e Ovladaci software pro invertovany mikroskop: Olympus soft Imaging Solutions 31
(Olympus, Munster, Germany)

e Ovladaci software pro spektrofotometr: Revelation Quicklink
(Dynex Technologies, Chantilly, VA)

e Ovladaci software pro transluminator elektroforetickych gelti: Scion Image
(Scion Corporation, Howston, TX)

e Ovladaci software pro iCycler: Bio-Rad

e Statisticke zpracovani vysledki: program GraphPad Prism6

(GraphPad Software, La Jolla, CA)
3.15 Technické vybaveni

e Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, England)
e Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Germany)
e Cycler PTC-100TM Programmable Thermal Controller
(MJ Research, Inc., St. Bruno, Canada)
e iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA)
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e Elektroforeticka aparatura: PowerPac 300 (Bio-Rad), Hoefer HE33 (Pharmacia
Biotech, Piscataway, NY)

e Inkubator (Sanyo, Osaka, Japan)

e Invertovany mikroskop Olympus IX81, vybaveny kamerou Hammatsu ORCA C4742-
80-12AG (Olympus, Munster, Germany)

e Laminarni box CleanAir Techniek (Telstar, Woerden, The Netherlands)

e Magneticka ohfevova michacka RCTbasic (IKA, Staufen, Germany)

e Minicentrifuga MiniSpin (Eppendorf)

e MyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad)

e Opticky mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)

e pH-metr pH526 (WTW, Weilheim, Germany)

e Prutokovy cytometr LSR II (BD, Franklin Lakes, NJ)

e Spektrofotometr ELx800 (Biotek, Winooski, VT)

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

e Vodni lazen TE-10D Tempunit (Techne, Minneapolis, MN)

e Vortex MS1 Minishaker (IKA)

e Vyhiivana tfepacka Thermomixer comfort (Eppendorf)
3.16 Statisticka analyza

Nameétena data byla statisticky vyhodnocena programem GraphPad Prism 6. Byla
pouzita jednosmérna analyza rozptylu (Analysis of variance, ANOVA), Dunnettiv test.

Pro charakteristiku variability byla pouzita stifedni chyba priméru (standard error of
mean, SEM).
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4. Vysledky
4.1 Mysi MSC

41.1 Fenotypizace MSC

Nejprve bylo ovéreno, ze mysi MSC odpovidaji minimélnim kritériim pro MSC
definovanym podle: (Dominici et al., 2006). Pomoci pritokové cytometrie bylo prokazano, ze
myS$i MSC exprimuji CD44, CD73, CD90.2, CD105 (pozitivni markery MSC) a zaroveii jsou
negativni pro CD11b, CD31, CD34, CD105 (negativni markery MSC) (viz obrazek 14).
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Obrazek 14 Fenotypizace MSC. Negativni markery CD11b, CD31, CD34, CD45. Pozitivni markery CD44, CD73, CD90.2, CD105. Modra cira

zndzornuje negativai kontrolu a Cervend cdra zndzorije expresi studovaného znaku.
4.1.2 Diferenciace adipogenni a osteogenni

Byla testovana schopnost adipogenni a osteogenni diferenciace MSC (viz obrazek
15,16). MSC maji schopnost diferenciace do buné¢nych typt mezodermu (viz obrazek 15, 16)
ve srovnani s MSC kultivovanymi bez diferenciaénich &inidel (viz obrazek 15E, 16E). Zadna z
pouzitych imunosupresivnich latek neinhibovala schopnost adipogenni (viz obrazek 15B-D, F,
G) nebo osteogenni (viz obrazek 16B-D, F, G) diferenciace mysich MSC ve srovnani s MSC

kultivovanych bez imunosupresivnich latek (viz obrazek 15A, 16A).
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S
Obrazek 15 Adipogenni diferenciace mysich mezenchymalnich kmenovych bunek. Barveno Oil Red O, svételnd mikroskopie, zvétSeni 200x.

A) MSC bez imunosupresivnich ldtek B) cyclosporin A 0,5 ug/mi C) mykofenoldt mofetil 0,05 ug/ml D) rapamycin 0,05 ug/ml E) nediferencované
mezenchymadini kmenové buniky F) dexametazon 0,5 ug/ml G) prednizon 0,5 ug/ml.

Obrdzek 16 Osteogenni diferenciace mysich mezenchymalnich kmenovych bunék. Barveno Alizarin red, svételna mikroskopie, zvétseni 200x. A)
MSC bez imunosupresivnich latek B) cyclosporin A 0,5 ug/ml C) mykofenolat mofetil 0,05 ug/ml D) rapamycin 0,05 ug/ml E) nediferencované
mezenchymdlni kmenové buiiky F) dexametazon pg/ml G) prednizon 0,5 ug/ml.
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4.1.3 Apoptoza

Pro oveéteni, zda MSC piezivaji kokultivaci s imunosupresivnimi latkami 0
koncentracich 0,05 pg/ml, 0,5 pg/ml, 5 pg/ml po dobu 2 dnil, byla méfena mira apoptozy
metodou pritokova cytometrie (viz obrazek 17). Mysi MSC byly kultivovany bez stimulace a
se stimulaci IFN-y, aby bylo mozné ovéfit, zda maji imunosupresivni latky vliv na fenotyp
MSC 2. Tento fenotyp je indukovany IFN-y a TNF-a a vyznamné¢ se uplatiiuje pii tolerogennim
pusobeni MSC (Gazdic et al., 2015).

Zvysledki je patrné, ze v porovndni s negativni kontrolou (neovlivnéné MSC)
nedochazi k signifikantnim zménam v apoptéze MSC ovlivnénych imunosupresivnimi latkami
(viz obrazek 17A). Po soucasné stimulaci IFN-y a kokultivaci s imunosupresivnimi latkami

byla mira apoptdzy mirn¢€ zvySena v porovnani s negativni kontrolou (viz obrazek 17B).
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Obrdzek IT Mira apoptézy nestimulovanych A), stimulovanych MSC IFN y B).
Cyklosporin A (CsA), mykofenolat mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre), pg/mil.
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4.1.4 Metabolicka aktivita

Metodou WST bylo ovéteno, Ze po dvoudenni kultivaci s imunosupresivnimi latkami o
koncentracich 0,05 ng/ml, 0,5 pg/ml a 5 ug/ml jsou MSC metabolicky aktivni (viz obrazek 18).
Z vysledkl je mozné vidét, ze po 2 dnech pliisobeni imunosupresivnich latek se v porovnani
sneovlivnénymi MSC signifikantné¢ snizuje metabolicka aktivita jen v ptipadé MSC
kultivovanych s Rapa nezavisle na pouzité koncentraci. K mirnému snizovani metabolické
aktivity dochazi i po kultivaci MSC s MMF o nejvyssi pouzité koncentraci 5 ug/ml. Ostatni
imunosupresivni latky nemaji na metabolickou aktivitu vliv (viz obrazek 18A). Jsou-li MSC
navic stimulovany IFN-y (viz obrazek 18B), je Vv porovnani s neovlivnénymi MSC
signifikantni snizeni metabolické aktivity po kultivaci s Rapa a zvySeni metabolické aktivity po
kultivaci s glukokortikoidy ve vztahu k neovlivnénym MSC. Po srovnani MSC stimulovanych
IFN-y a zaroven ovlivnénych imunosupresivnimi latkami s MSC ovlivnénymi pouze IFN-y je
patrné signifikantni snizeni metabolické aktivity MSC s Rapa nezavisle na koncentraci a také
signifikantni snizeni metabolické aktivity MSC ovlivnénych IFN-y a nejvyssi koncentraci

MMF.
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Obrdzek 18 Metabolickd aktivita, méfeno metodou WST . Nestinulovand A), stimulovand MSC IFN=y B). Cyklosporin A (CsA), mykofenoldt
mofetil (MMEF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre), ug/ml. *P< 0,05 ** P< (0,01 *** P< 0,001 **** P< 0,0001
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415 Polymerazova retézova reakce

Pro zjisténi zmén v expresi genti vyznamnych rastovych faktort a cytokinti na Grovni
MRNA po ovlivnéni mys$ich MSC imunosupresivnimi latkami byla provedena PCR. Z vysledki
vyplyva, ze imunosupresivni latky nemaji vyrazny vliv na expresi ristovych faktord (HGF,
FGF), ani na Ho. Oproti tomu exprese geni VCAM-1, iNOS, IL-6, (velice mirn¢ Cox-2) je
snizovana glukokortikoidy (Dex, Pre) (viz obrazek 19). Exprese PD-L1, iNOS a mirné
ICAM-1 je indukovana stimulaci IFN-y (viz obrazek 19 B). Exprese cytokini, ktera byla na
urovni mRNA imunosupresivnimi latkami ovlivnéna, byla nasledné testovana na urovni

kone¢ného produktu metodou pritokova cytometrie, ELISA a Griessova reakce.

MSC| C M R D P JIFN| C M R D P |Cytokin

W A . — — —— ——— ——

Obrdzek 19 Exprese vznamnych ristovych faktorii a cytokinit MSC. Srovadni nestimulovanych A) a stimulovanych MSC IFN-y B).
Interferon -y (TFN-y), cyklosporin A (C), mykofenolat mofetil (M), rapamycin (R), dexametazon (D), prednizon (P). Negativni kontrola: GAPDH.
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4.1.6 Oxid dusnaty

NO (Ren et al., 2009). Produkce NO je indukovana IFN-y a LPS, nestimulavana MSC NO
neprodukuji (viz obrazek 20). Produkce NO je mirné snizena stfedni a nejvyssi davkou Rapa.
Ke statisticky vyznamnému snizeni produkce NO doslo po kokultivaci s glukokortikoidy
(zejména Dex) ve vztahu k MSC ovlivnénym pouze IFN-y a LPS. CsA a MMF nemély na
produkci NO vliv.
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Obrazek 20 Produkce oxidu dusnatého (NO). Interferon y (IFN), lipopolysacharid (LPS), cyklosporin A (CsA), mykofenolat mofetil (MMF),
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). *P<0,001 **P<0,0001

4.1.7 Pritokova cytometrie

Metodou pratokova cytometrie byla méfena exprese potencidlnich imunosupresi
navozujicich povrchovych molekul ICAM-1, VCAM-1, PD-L1, Fas-L.

Molekula ICAM-1 je exprimovana nezavisle na ovlivnéni MSC imunosupresivnimi
latkami (viz obrazek 21A) a to i po stimulaci IFN-y (viz obrazek 21B). Exprese ICAM-1 je
mirné inducibilni IFN-y (viz obrazek 21B). Oproti tomu exprese VCAM-1 je ve srovnani
S negativni kontrolou signifikantné sniZzena kultivaci s MMF a Rapa o nejvyssi pouzité
koncentraci a glukokortikoidy o vSech pouzitych koncentracich (viz obrazek 21C, D). Nedoslo
k vyraznym zménam exprese VCAM-1 po stimulaci IFN-y ve srovnani s nestimulovanymi
MSC, ale nejvyssi koncentrace MMF a Rapa maji v kombinaci s IFN-y mensi vliv na expresi
VCAM-1, ve srovnani s MSC nestimulovanymi IFN-y (viz obrazek 21C, D).
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Obrazek 21 Exprese povichové molekuly ICAM-1 AB), VCAM-1 C D). Nestimulované A,C), stinulované MSC interferonem y (IFN-y) B,D).
Cyklosporin A (CsA), mykofenolat mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre).
*P< 0,05 *** P< (0,001 **** P< 0,0001.
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Exprese molekuly PD-L1 neni signifikantn¢ ovlivnéna imunosupresivnimi latkami
(viz obrazek 22A) a to ani po stimulaci IFN-y (viz obrazek 22B). Exprese PD-L1 je vyrazné
zvySena po stimulaci IFN-y ve vztahu k negativni kontrole — nestimulované MSC, opét ale neni

ovlivnéna imunosupresivnimi latkami (viz obrazek 22B).
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Obrdzek 22 Exprese povrchové molekuly PD-L1. Nestimulované A), stimulované MSC interferonem y (IFN-y) B).
Cyklosporin A (CsA), mykofenolat mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre).*P< 0,0001.
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418 ELISA

Solubilni cytokiny IL-6, IL-7 byly méteny metodou ELISA, protoze mohou mit vliv na
navozeni tolerogenniho fenotypu leukocytt a jejich efektorové funkce (Bouffi et al., 2010;
Schmaler et al., 2015).

Exprese IL-6 MSC kultivovanymi S imunosupresivnimi latkami Vv porovnani
s neovlivnénymi MSC je signifikantné snizena glukokortikoidy (viz obrazek 23A). Poté, co
byly MSC stimulovany IFN-y, doslo ke snizeni exprese IL-6 nejen v disledku ptsobeni Dex,
ale také Pre o nejvysSSi koncentraci, ve srovnani s MSC kultivovanymi pouze s IFN-y
(viz obrazek 23B). Na rozdil od glukokortikoidli nemaji ostatni imunosupresivni latky na

expresi IL-6 vliv (viz obrazek 23A,B).
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Obrdzek 23 Produkee IL-6. Nestimulované MSC A), stimulované MSC interferonem (IFN=y) B). Cyldosporin A (CsA), mykofenoldt mofetil (MMF),
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre).*P< 0,05.
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Produkce cytokinu IL-7 nestimulovanymi MSC je zvySovana v§emi imunosupresivnimi

latkami, nejvyraznéji po Kultivaci s glukokortikoidy a stfedni koncentraci Rapa (viz obrazek

24A). MSC stimulované IFN-y exprimuji IL-7 vice nez neovlivnéné MSC. Oproti negativni

kontrole (neovlivnéné MSC) doslo k vyraznému zvySeni exprese IL-7 u stimulovanych MSC

ovlivnénych vSemi typy imunosupresivnich latek. Je také patrné mirné zvySeni exprese IL-7

stimulovanych MSC v kombinaci s CsA, stfedni koncentraci Rapa a nejvyssi koncentraci Pre

ve vztahu k MSC stimulovanych IFN-y. Nizké koncentrace MMF a glukokortikoidii naopak

snizuji expresi IL-7 ve srovnani se stimulovanymi MSC bez imunosupresivnich latek,

nejvyznamngéji Dex (viz obrazek 24B).
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Obrazek 24 Produkce IL-7. Nestimulované MSC A), stimulované MSC interferonem (IFN-y) B). Cyklosporin A (CsA), mykofenolat mofetil (MMF),
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre).*P< 0,05 ** P< 0,01 **** P< 0,0001.
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4.2 Lidské MSC

Pro ovéfeni, jakym zplisebem se budou v pfitomnosti imunosupresivnich latek chovat
lidské MSC (hMSC) byly na modelu hMSC izolovanych z tukové tkané (AT) a kostni dfené
(BM) provedeny podobné experimenty, jako tomu bylo u mysich MSC.

4.2.1 Fenotypizace MSC

Lidské MSC exprimuji pozitivni markery CD44, CD105 a zaroveil jsou negativni pro
CD11b a CD45 (hAT MSC viz obrazek 25A, hBM MSC viz obrazek 25B).
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Obrizek 25 Fenotypizace lidskych MSC izolovanych z tukové tkané A), kostni diené B). Negativni markery CD11b, CD45. Pozitivni markery

CD44, CD105. Negativni kontrola je zndzornéna modrou cdrou, studovany znak cervenou carou.

4.2.2 Diferenciace MSC

Lidské MSC vykazuji schopnost adipogenni i osteogenni diferenciace (viz obrazek
26 — 29) v porovnani s MSC, které byly kultivovany bez piitomnosti diferencia¢nich ¢inidel
(viz obrazek 26 — 29E). Pouze po kultivaci hAAT MSC v pfitomnosti Rapa byla osteogenni

diferenciace snizena (viz obrazek 27D) ve vztahu K negativni kontrole (viz obrazek 27A).
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Obrizek 26 Adipogenni diferenciace lidskych mezenchymdalnich kmenovych bunék izolovanych z tukové tkané. Barveno Oil Red O, svételna
mikroskopie, zvétseni 200x. A) MSC bez imunosupresivnich latek B) cyclosporin A 0,5 ug/ml C) mykofenoldat mofetil 0, 5 pg/ml D) rapamycin 05
ug/ml E)nediferencované mezenchymaini kmenové buriky F) dexametazon 0,5 ug/ml G) prednizon 0,5 yg/ml.

A) B) C) D)

Obrizek 27 Osteogenni diferenciace lidskych mezenchymdlnich kmenovych bunék izolovanych z tukové tkané. Barveno Alizarin red, svetelna
mikroskopie, zvétSeni 200x. A) MSC bez imunosupresivnich ldtek B) cyclosporin A 0,5 ug/ml C) mykofenoldt mofetil 0,5 ug/ml D) rapamycin 0,5
ug/ml E)nediferencované mezenchymdaini kmenové buriky F) dexametazon 0,5 ug/ml G) prednizon 0,5 pg/ml.
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B) C) D)
F) G)

Obrizek 28 Adipogenni diferenciace lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék izolovanych z kosmi diené. Barveno Oil Red O, svételna
mikroskopie, zvétSeni 200x. A) MSC bez imunosupresivnich ldtek B) cyclosporin A 0,5 ug/ml C) mykofenoldat mofetil 0, 5 ug/miD) rapamycin 05
ug/ml E)nediferencované mezenchymaini kmenové buriky F) dexametazon 0,5 ug/ml G) prednizon 0,5 yg/ml.

B) C) D)
F) G)
Obrizek 29 Osteogenni diferenciace lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék izolovanych z kostni drené. Barveno Alizarin red, svételna

mikroskopie, zvétseni 200x. A) MSC bez imunosupresivnich latek B) cyclosporin A 0,5 ug/ml C) mykofenolat mofetil 0,5 ug/ml D) rapamycin 0,5
ug/ml E)nediferencované mezenchymdilni kmenové buriky F) dexametazon 0,5 pug/ml G) prednizon 0,5 pg/ml.

A)
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4.2.3 Apoptoza

Pomoci priutokové cytometrie a barveni AnnexinemV bylo ovéteno, ze lidské MSC
nepodléhaji po 2 dnech kultivace s imunosupresivnimi latkami vysoké frekvenci apoptdzy
V porovnani s neovlivnénymi MSC (viz obrazek 30). hAT nevykazuji statisticky vyznamné
zmény apoptoézy po ovlivnéni imunosupresivnimi latkami (viz obrazek 30A). U hBM MSC

dochazi k signifikantnimu snizeni apoptozy glukokortikoidy, vyznamny vliv mad Dex
(viz obrazek 30B).

A)
15-
= 10+
=
>
()
£ 5
g 5-
04
05
Rapa
B)
8-

AnnexinV %

005 05
Rapa

Obrdzek 30 Apoptoza, lidské MSC izolované z A) tukové thané (AT), B) kosmi diené (BM). Cykdosporin A (CsA), mykofenoldt mofetil (MME),
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). *P<0,05
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4.2.4 Metabolicka aktivita

Nebyly pozorovany signifikantni zmény v metabolické aktivité v piipadé hAT MSC ve
srovnani s negativni kontrolou (neovlivnéné bunky). Doslo ale k mirného zvyseni metabolické
aktivity po kultivaci hAT MSC s CsA a Rapa (viz obrazek 31A) a hBM MSC s CsA a MMF
(viz obrazek 31B) oproti negativni kontrole. Glukokortikoidy nemély vliv na miru metabolické
aktivity lidskych MSC.
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Obrdzek 31 Metabolicka aktivita, WST-1, lidska MSC izolovana z A) tukové tkané (hAT) B) kostni diené (hBM).
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4.2.5 Kvantitativni polymerazova retézova reakce

Metodou kvantitativni PCR byla méfena exprese cytokintt TGFP a TSG-6 na urovni

MRNA, které hraji vyznamnou roli v imunosupresivnim pisobeni MSC (viz obrazek 32).

Uroveti exprese TSG-6 a TGF-P je vy$si u hAT MSC se srovnani s hBM MSC. Exprese

TGF-B nebyla statisticky vyznamné ovlivnéna Zadnou z imunosupresivnich latek u lidskych

MSC v porovnani s negativni kontrolou — neovlivnéné MSC (viz obrazek 32A, B). U obou typt

lidskych MSC ale doslo k mirnému zvyseni exprese TGF-f po kultivaci s Rapa. Pusobenim Pre
byla exprese TGF-B v ptipadé hAT MSC mirné zvySena (viz obrazek 32A). Glukokortikoidy
(zejména Pre) mirné snizuji expresi TGF-f hBM MSC (viz obrazek 32B).

Exprese TSG-6 byla signifikantn¢ zvysena po kultivaci hAT i hBM MSC s CsA, MMF

ve vztahu K negativni kontrole (viz obrazek 32C, D). CsA ma vyznamnéjsi vliv v ptipadé hAT
MSC ve srovnani s hBM MSC. Dex mirné€ snizil u hAT MSC expresi TSG-6 (viz obrazek 32C).
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Obrdzek 32 Kvantitativni PCR. Exprese cytokini transformujici ristovy faktor B (TGE), tumor necrosis factorem inducibilni gen 6 (TSG-6).
Obrdzky A, C, MSC izolované 7 tukové tkané. Obrdzky B, D MSC izolované z kostni diené. Cyklosporin A (CsA), mykofenoldat mofetil (MMF),
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). *P<0,05 **P<0,01
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4.2.6 Pritokova cytometrie

Metodou prutokova cytometrie byly méteny povrchové molekuly VCAM-1, PD-L1 a
Fas-L (viz obrazek 33, 34).

V piipadé hAT nedochazi k signifikantnim zménam Vv expresi Fas-L v porovnani
s negativni kontrolou (viz obrazek 33A). Naopak hBM vykazuji statisticky vyznamné zvysSeni
exprese Fas-L po ovlivnéni glukokortikoidy, predevsim Dex, vV porovnani s negativni kontrolou
(viz obrazek 34A).

U obou typt lidskych MSC je signifikantné snizena exprese VCAM-1 glukokortikoidy
a k mirnému sniZeni exprese VCAM-1 dochazi po kokultivaci MSC s Rapa. CsA a MMF vSak
nem¢ély na expresi této molekuly vliv (viz obrazek 33B, 34B). Navic je patrné, ze molekula
VCAM-1 je exprimovana vice nez polovinou populace neovlivnénych hBM MSC, zatim co
neovlivnéné hAT MSC tuto molekulu exprimuji vyrazné¢ méné.

Exprese PD-L1 je statisticky vyznamné zvySena po kokultivaci hAT MSC s CsA
(viz obrazek 33C). V piipadé hBM tento efekt nebyl patrny, ale byla zde tendence mirného
snizeni exprese PD-L1 glukokortikoidy (viz obrazek 34C).
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Obrazek 33 Exprese Fas-L A) VCAM-1 B) PD-L1 C) lidkymi MSC izolovanymi z tukové zkané. Cyklosporin A (CsA), mykofenoldat mofetil (MMF),

rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). * P <0,05 **P < 0,01.
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Obrazek 34 Exprese Fas-L A) VCAM-1 B) PD-L1 C) lidkymi MSC izolovanymi z kostni diené. Cyklosporin A (CsA), mykofenoldat mofetil (MMF),

rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). * P <0,05 **P < 0,01 *** P <0,001.
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4.2.7 ELISA

Metodou ELISA byla u lidskych MSC (stejné jako v piipadé mySich MSC) métena
produkce solubilnich cytokind IL-6, IL-7.

Produkce IL-6 byla ovlivnéna pouze glukokortikoidy, u hAT i hBM doslo ke statisticky
vyznamnému snizeni tohoto cytokinu v porovnani s negativni kontrolou (viz obrazek 35).
Z vysledkt vyplyva, ze hAT MSC produkuji vice IL-6 nez hBM MSC a jsou ovlivnény pouze

Dex (viz obrazek 35A), zatim co produkce IL-6 hBM MSC je sniZena obéma testovanymi typy
glukokortikoidii (viz obrazek 35B).
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Obrdzek 35 Produkce 1L-6 MSC izolovanymy z tukové tkané A), kosmi diené B). Cyklosporin A (CsA), mykofenoldt mofetil (MMF), rapamycin
(Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). * P <0,05 **P < 0,01.
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Exprese IL-7 neni vyrazné ovlivnéna zddnou z imunosupresivnich latek u hAT ani
hBM MSC (viz obrazek 36). Produkce IL-7 hBM MSC je mirné zvySena (viz obrazek 36B)
v porovnani s hAT MSC (viz obrazek 36A).
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Obrdzek 36 Produkce IL-7 MSC izolovanymy z tukové tkiné A), kostni diené B). Cyklosporin A (CsA), mykofenoldt mofetil (MMF), rapamycin
(Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre).
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5. Diskuse

MSC maji kromé schopnosti diferenciace do bunécénych typli mezodermu také
podporuji navozeni tolerogenniho fenotypu buné¢k imunitniho systému. Diky svym vlastnostem
jsou MSC hojné vyuzivany v klinickych studiich oboru transplantaci a autoimunitnich
onemocnéni. Pacientim jsou ale Soucasné s MSC podavany imunosupresivni latky.
Molekularni cile imunosupresivnich latek jsou exprimovany MSC, proto je mozné
predpokladat, ze tyto latky ovliviiuji imunosupresivni vlastnosti MSC. Hlavnim cilem této
diplomové prace bylo ovéfit, zda imunosupresivni latky maji vliv na supresivni piisobeni
mysich a lidskych MSC na bunky imunitniho systému. Experimenty byly provedeny nejprve
na mySich MSC izolovanych z tukové tkané. Imunosupresivni ptisobeni MSC je vyrazné
podporovano po stimulaci IFN-y, kdy je navozen fenotyp MSC2, ktery zejména se uplatiuje
pfi inhibici odhojovani transplantatu a autoimunitnich onemocnénich. Proto jsme mySi MSC
stimulovali IFN-y. Pro ovéfeni, zda maji imunosupresivni latky podobny vliv na lidské MSC,
byly testovany 1 lidské MSC. V klinickych studiich jsou nejcastéji pouzivany MSC izolované
z tukove tkané a kostni diené, proto byly pro dalsi experimenty zvoleny hAT MSC a hBM

MSC. Pro studii byly pouzity klinicky relevantni koncentrace imunosupresivnich latek.

Nejprve bylo ovéfeno, ze mysi 1 lidské MSC odpovidaji minimalnim kritériim
definovanym podle (Dominici et al., 2006). Mysi i lidské MSC byly schopné adipogenni a
osteogenni diferenciace, a to 1 za pfitomnosti imunosupresivnich latek. Krom¢ sniZeni
schopnosti osteogenni diferenciace hAT MSC vlivem Rapa, nedoslo u mysich MSC ani hBM
MSC ke zménam diferenciace. Inhibice osteogenni diferenciace Rapa jiz byla publikovana, ale
v kontextu mysich BM MSC (Isomoto et al., 2007). V nasem piipadé byly pouzity mysi MSC
izolované ztukové tkané¢ a Rapa osteogenni diferenciaci neinhiboval. Ostatni testované
imunosupresivni latky nemély na schopnost diferenciace mysich i lidskych MSC vliv.

Pro ovéteni, Ze MSC prezivaji dvoudenni kultivaci v pfitomnosti imunosupresivnich
latek, byla méfena apoptdza. Apoptéza mySich ani lidskych MSC nebyla vyrazné zvySena
zadnou z pouzitych imunosupresivnich latek a stimulace mysich MSC pomoci IFN-y také
nenavodila statisticky vyznamné rozdily v apoptdze. Nase vysledky jsou v souladu se studii
apoptozy MSC, kdy byly jako model vyuzity lidské MSC izolované ze srde¢ni tkané a po 2

dnech kultivace s imunosupresivnimi latkami apoptéza nebyla ovlivnéna inhibitorem fosfatazy
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Cn, MMF ani Rapa (Hoogduijn et al., 2008). Podle jinych studii imunosupresivni latky mohou
ovliviiovat prezivani MSC, napt. CsA miiZze apoptdzu SniZzovat, coz bylo studovano na modelu
krysich BM MSC v prostedi hypoxie (Chen et al., 2008). Na rozdil od mysich MSC a hAT
MSC jsme pozorovali signifikantni snizeni apoptézy hBM MSC kultivovanych
s glukokortikoidy ve vztahu k neovlivnénym hBM MSC, kdy m¢l vyznamny vliv pfedevsim
Dex. Snizeni apoptozy MSC po kultivaci s Dex bylo pozorovano jiz diive na modelu lidskych
MSC izolovanych z pupecniku. Bunky byly kultivovany kratsi dobu v porovnani s nasi studii -
12 a 24 hodin a Dex byl pouzit v koncentracich 40 pg/ml a vyssich (Wang et al., 2012).

Dale bylo potieba zjistit, zda jsou MSC metabolicky aktivni po dvoudenni kultivaci
s imunosupresivnimi latkami. Po kultivaci mySich MSC s MMF, Rapa a glukokortikoidy doslo
ke zménam metabolické aktivity. Rapa a nejvyssi koncentrace MMF signifikantné snizuji
metabolickou aktivitu mysSich MSC, coz vyplyva zpodstaty fungovani danych
imunusupresivnich latek, protoze MMF a Rapa jsou inhibitory buné¢ného cyklu (Cohn et al.,
1999; Heitman et al., 1991). Naopak glukokortikoidy Dex a Pre metabolickou aktivitu mysich
MSC vyznamné podporuji. Tento efekt je umocnén stimulaci mySich MSC IFN-y. CsA ale na
metabolickou aktivitu nemél vliv, coz odpovida studiim vlivu CsA na proliferaci krysich BM
MSC (Byun et al., 2012).

Lidské bunky byly k pisobeni imunosupresivnich latek méné citlivé. Metabolicka
aktivita lidskych MSC nebyla imunosupresivnimi latkami o testovanych koncentracich
statisticky vyznamné ovlivnéna. Doslo pouze k mirnému zvySeni metabolické aktivity hAT
MSC vlivem CsA a Rapa a hBM MSC vlivem CsA a MMF. Vliv inhibitoru fosfatazy Cn, MMF
a Rapa na proliferaci lidskych MSC byl jiz studovan na modelu lidskych MSC izolovanych ze
srde¢ni tkané. Inhibice proliferace byla zaznamenana az po 3 dnech kultivace MSC s MMF a
Rapa. Inhibitor Cn nemél na proliferaci MSC vliv ani po delsi dob¢ ptisobeni (Hoogduijn et al.,
2008). Podle studii proliferace na modelu MSC izolovanych z pupe¢niku doslo po kultivaci
s vysokou koncentraci Dex (400 pg/ml) po dobu 2 dnt Kk jejimu signifikantnimu zvyseni (Wang
et al., 2012). V nasi studii ale byly pouzity koncentrace glukokortikoidi zhruba 100x nizsi, a

proto jsme zvySeni metabolické aktivity nepozorovali.

MSC puisobi na bunky imunitniho systému fadou solubilnich molekul. NO je jednou

vvvvvv

Produkce NO mysimi MSC byla snizena glukokortikoidy, ostatni testované imunosupresivni

latky nemély na produkci NO vliv. Divodem by mohla byt schopnost glukokortikoida
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inhibovat signaliza¢ni drahu NF-xB (Nissen and Yamamoto, 2000), ktera se uplatiiuje pfi
regulaci exprese enzymu iNOS.

Cytokin IL-6 je konstitutivné exprimovany MSC Vv malém mnozstvi, kdy inhibuje
diferenciaci monocyti na DC a uplatiluje se pii smérovani makrofagi k tolerogennimu
fenotypu M2 (Melief et al., 2013a). IL-6 také pozitivné reguluje expresi Cox-2, a tedy PGE2
(Bouffi et al., 2010). PGE2 pak hraje vyznamnou roli v inhibici proliferace lymfocyti a
navozeni regula¢niho fenotypu DC (Son et al., 2006), Treg (English et al., 2009) a makrofagt
(Németh et al., 2009). Exprese IL-6 MSC je inducibilni. MSC1 (stimulované prozanétlivymi
cytokiny a LPS) (Gazdic et al., 2015) produkuji velké mnozstvi IL-6 (Svobodova et al., 2011).
MSC ale zaroven konstitutivné exprimuji TGFp, coz v kombinaci s IL-6 vede k podpofeni
populace Th17 (Svobodova et al., 2011). IFN-y mtze expresi IL-6 BM MSC mirné zvySovat
(Svobodova et al., 2011), coz se ale vramci naSeho méfeni v piipadé mysich AT MSC
neprokazalo. Mnozstvi IL-6, které produkuji nestimulované MSC nebo MSC stimulované
IFN-y by pravdépodobné nemélo byt dostate¢né pro navozeni fennotypu Th17.

Z nasich vysledkt vyplyva, ze glukokortikoidy (zejména Dex) signifikantné snizuji
expresi IL-6 mysich i lidskych MSC, a proto by mohly snizovat schopnost MSC indukovat
tolerogenni fenotyp imunitnich bunék. Snizeni exprese IL-6 vlivem DexX je v souladu se studii,
ktera byla provedena na modelu hBM MSC (Haynesworth et al., 1996). Ostatni testované
imunosupresivni latky nemély v nasi studii na expresi IL-6 vliv. Podle nékterych studii ale
muze byt exprese IL-6 signifikantné snizena po dvoudenni kultivaci hAT MSC s Rapa (Kim et
al., 2015b).

Vzhledem k vyznamné funkci IL-7 produkovaného MSC V inhibici apoptdzy bunék
imunitniho systému (Normanton et al., 2014) jsme testovali zmény v expresi tohoto cytokinu
mySimi a lidskymi MSC. Je znamo, Ze IL-7 napomaha rekonstituci imunitniho systému po
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (Broers et al., 2003). Také bylo prokazano,
ze IL-7 produkovany stromalnimi buiikami v lymfatickych uzlinach stabilizuje tolerogenni
schopnosti a podporuje proliferaci Treg prostifednictvim zvySené exprese CD25 Treg, a tedy
jejich schopnost kompetice 0 IL-2 s T bunkami podilejicimi se na zanétlivé reakci a odhojovani
transplantatu (Schmaler et al., 2015). Na druhou stranu vsak bylo zjisténo, ze IL-7 podporuje
prezivani alloreaktivnich T bun€k a dochazi tak k rozvoji GvHD (Chung et al., 2008). Vsechny
nami testované imunosupresivni latky zvySovaly expresi IL-7 mySich MSC, a tedy jejich
schopnost podporovat prezivani naivnich lymfocyti a pamétovych bunék a efektorovych

funkei Treg. Exprese IL-7 mysimi MSC je inducibilni IFN-y a byl zaznamenan slaby aditivni
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efekt IFN-y v kombinaci s CsA, stfedni koncentraci Rapa a nejvyssi koncentraci Pre na expresi
srovnani se stimulovanymi MSC, které byly kultivovany bez pfitomnosti imunosupresivnich
latek, coz by mohlo byt vyhodou pii 1é¢bé GvHD. Exprese cytokinu IL-7 lidskymi MSC, na
rozdil od mySich MSC, nebyla imunosupresivnimi latkami vyznamné ovlivnéna.
Z ptedbéznych dat nasi laboratofe vyplyva, ze exprese IL-7 lidskych MSC je také inducibilni
IFN-y.

MSC navozuji tolerogenni fenotyp imunitnich bunck, které hraji klicovou roli
vV odhojovani transplantatu a pfi rozvoji autoimunitnich onemocnéni. MSC prostrednictvim
cytokinu TSG-6 podporuji tolerogenni fenotyp makrofagi M2 (Choi et al., 2011) a DC (Liu et
al., 2014). Cytokin TGF-B, ktery je konstitutivné exprimovany MSC vyznamné podporuje
vznik Treg (English et al., 2009). Proto byla u lidskych MSC byla méfena exprese cytokind
TGF-B a TSG6. Kultivace lidskych MSC s CsA a MMF signifikantné zvysuje expresi TSG-6,
coz by mohlo podporovat schopnost MSC podporovat vznik M2 makrofagii a inhibovat
maturaci DC (Choi etal., 2011; Liu et al., 2014). Z vysledk? je patrné, Ze imunosupresivni latky
nemaji na expresi TGF-f lidskymi MSC signifikantni vliv, pouze Rapa mirné zvysuje expresi
TGF-f obéma typy lidskych MSC a glukokortikoidy (zejména Pre) ji mirné€ zvySuji uhAT MSC
a mirn¢ snizuji v pfipadé hBM MSC. Lze piedpokladat, ze imunosupresivni latky nemaji
vyrazny vliv na schopnost lidskych MSC navodit regulacni fenotyp T bun¢k (Treg) (English et
al., 2009). Podle nekterych studii ale Rapa muze expresi TGF- lidskych MSC signifikantné
zvySovat na trovni mRNA i na urovni proteinu, coz bylo studovano na modelu hAT MSC (Kim

etal., 2015a).

MSC atrahuji bunky imunitniho systému do své blizkosti a interaguji s nimi pomoci
povrchovych molekul, jako jsou napf. ICAM-1, VCAM-1, PD-L1, Fas-L, které hraji
vyznamnou tlohu pfi jejich imunosupresivnim pusobeni (Akiyama et al., 2012; Augello et al.,
2005; Ren et al., 2010). Proto jsme testovali zmény v expresi téchto molekul MSC po kultivaci
S imunosupresivnimi latkami.

Diky adhezivnim molekulam, jako jsou ICAM-1, VCAM-1 MSC piimo interaguji
s lymfocyty a pisobeni cytokini, které MSC produkuji, je pak vysoce uc¢inné (Ren et al., 2010).
Exprese VCAM-1 mysich i lidskych MSC byla ovlivnéna pouze glukokortikoidy, které snizuji
expresi této molekuly. Divodem odlisného puisobeni glukokortikoidd na expresi VCAM-1 a

ICAM-1 muze byt pfitomnost vazebnych mist pro transkripéni faktory GATA a IRF-1
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v promotoru VCAM-1, které jsou ovlivnény glukokortikoidy, ale v promotoru ICAM-1 se
nevyskytuji (Nizamutdinova et al., 2012; Oakley and Cidlowski, 2013). U lidskych MSC byly
vidét rozdily v mife exprese VCAM-1 hAT oproti hBM MSC. Zatimco v ptipadé hBM MSC
byla molekula VCAM-1 exprimovana vice nez polovinou populace, exprese VCAM-1 hAT
MSC byla minimalni, coz ukazuji i jiné studie (Yang et al., 2013).

Prosttednictvim povrchové molekulou PD-L1 MSC inhibuji proliferaci a efektorové
funkce lymfocyti (Augello et al., 2005). U mysich MSC nedo$lo k vyznamnym zménam
exprese PD-L1 po kultivaci s imunosupresivnimi latkami, coz se nezménilo ani po stimulaci
MSC IFN-y. Nestimulované mysi MSC exprimuji PD-L1 minimalnég, ale stimulace IFN-y
zpusobi, ze PD-L1 zacne exprimovat ptes 90% populace. ZvySeni exprese PD-L1 jsme
pozorovali po dobu 7 dni (data nejsou ukazana). V jinych studiich bylo zjisténo, Ze k nartstu
exprese PD-L1 dochézi béhem 24 hod pisobeni IFN-y a minimalni koncentrace IFN-y pro
plnou expresi PD-L1 je 5 ng/ml (Sheng et al., 2008). V piipadé lidskych MSC jsme pozorovali
zhruba 10x vys$si troven exprese PD-L1 nestimulovanych bunék v porovnani s mysimi MSC,
coz bylo ukazano i v jinych studiich (Stagg et al., 2006). Lidské MSC konstitutivné exprimuji
velké mnozstvi IL-25, ktery zvySuje expresi PD-L1, a proto maji lidské MSC schopnost
inhibovat efektorové polulace T lymfocytl (napt. Th17) prostiednictvim PD-L1 nezavisle na
stimulaci IFN-y (Wang et al., 2015). Exprese PD-L1 je vsak stejn¢ jako u mySich MSC také u
lidskych MSC inducibilni IFN-y (Stagg et al., 2006). Bylo zjisténo, ze hBM MSC maji
zvy$enou schopnost blokovat efektorové funkce T bunék prostiednictvim PD-L1 po stimulaci
IFN-y (Chinnadurai et al., 2014), coz odpovida modelu imunosupresivniho ptisobeni fenotypu
MSC2 (Gazdic et al., 2015). Po kultivaci hAT MSC (na rozdil od hBM MSC) s CsA jsme
pozorovali signifikantni zvySeni exprese PD-L1, ostatni imunosupresivni latky nemély na
expresi této molekuly vliv. CsA proto ziejmé zvysuje inhibi¢ni pisobeni MSC na prozanétlivé
populace lymfocytt, jako napt. Th17.

Povrchovou molekulou Fas-L. MSC navozuji apoptozu efektorovych lymfocytt
(Akiyama et al., 2012). Na rozdil od mysich MSC, které exprimuji molekulu Fas-L minimalné
(data nejsou neukazana), byla exprese Fas-L lidskych MSC mnohem vyraznéjsi. V piipadé
hBM MSC byla exprese Fas-L signifikantné zvySena glukokortikoidy, zejména Dex, coz by
mohlo vyznamné podpofit apoptozu aktivovanych T bunék a vznik Treg (Akiyamaet al., 2012).

Imunosupresivni latky nemély na expresi Fas-L hAT MSC statisticky vyznamny vliv.
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Z nami ziskanych dat vyplyva, Ze nejptiznivéjsi kombinaci imunosupresivnich latek
s lidskymi MSC je CsA a MMF. Rapa na imunosupresivni vlastnosti lidskych MSC nema
signifikantni vliv. Existuje vS§ak mnoho dalSich molekul, kterymi MSC ovliviiuji imunitni
systém a navozuji imunosupresivni prostfedi. Mezi nejvyznamnéjsi z nich patii napt. IDO
(inducibilni IFN-y), PGE-2 (inducibilni IFN-y, TNF-a), které maji vliv na proliferaci pfevazné
vétSiny populaci imunitnich bun¢k (English et al., 2007). Dale také IL-10, produkovany
lidskymi MSC, podlejici se na inhibici maturace DC (Liu et al., 2013), galektin-9 (expresi
zvysuje IFN-y), ktery ptisobi pro-apopticky na Thl populaci lymfocytl a snizuje proliferaci a
produkci protilatek B lymfocytt (Ungerer et al., 2013).

Vliv imunosupresivnich latek byl v ramci této prace testovan pouze pii puisobeni po
dobu dvou dnd. Proto bude zajimavé ovéfit, jaky vliv maji imunosupresivni latky na MSC po
dlouhodobém puisobeni in vitro a in vivo.

Soucasné plisobeni imunosupresivnich latek a MSC jiz bylo studovano Vv ramci mnoha
studii. Na ptiklad na modelu transplantace ledvin krysy bylo zjisténo, ze MSC v kombinaci
s nizkou davkou CsA podporuji pfezivani transplantatu, ale neprodluzuji délku zivota jedinct
ve srovnani s 1é¢bou CSA samotnym (Zhang et al., 2007).

V jinych studiich byl vliv imunosupresivnich latek na imunosupresivni ptisobeni hBM
MSC testovan in vitro na modelu MLR. Podle této studie je jako nejpiiznivéjsi kombinace
imunosupresivni latky s MSC hodnocen MMF, protoze byla amplifikovana inhibice proliferace
lymfocytd v MLR. Naopak Rapa a inhibitor Cn snizovaly inhibi¢ni pisobeni MSC (Buron et
al., 2009). Nebylo ale testovano, které konkrétni populace lymfocyta a jaké cytokiny
produkované MSC uplatiujici se Vv inhibici MLR jsou imunosupresivnimi latkami nejvice
ovlivnény. Podle jinych studii je také kladn¢ hodnocena kombinace MSC s MMF (na rozdil od
MSC v kombinaci s CsA), kdy byl pouzit mysi model MLR in vivo a allogenni transplantace
srdce. Tento vysledek je vysvétlen tak, ze CsA (na rozdil od MMF) inhibuje expresi IFN-y T
lymfocyty, takZze nedochazi ke stimulaci MSC a podpoteni jejich imunosupresivniho piisobeni
na buiiky imunitniho systému (Eggenhofer et al., 2011).

Studie vlivu hAT MSC na MLR in vitro naopak ukazuje, ze MSC amplifikuji
imunosupresivni ptsobeni CsSA na T lymfocyty, inhibici jejich proliferace a aktivace. Tento
efekt je zprostfedkovan mezibunéénym kontaktem MSC a T bunék, kdy interakce Jagged-1 a
Notch hraje roli v inhibici translokace NF-xB do jadra u T bunék. Inhibice translokace NF-«xB
do jadra vyznamné snizuje schopnost T bunék exprimovat IL-2 a IFN-y (Shi et al., 2011).

Vzhledem k vedlejsim u¢inkim CsA (jednim z nejcastéjSich je napt. nefrotoxicita) by bylo
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snizeni davek této imunosupresivni latky diky sou¢asnému podani MSC pro pacienty velice
ptinosné (de Mattos et al., 2000).

MSC je také mozné ovlivnit imunosupresivnimi latkami a az poté vyuzit pro
imunosupresi. Bylo zjisténo, ze MSC mayji schopnost adsorbce lipofilnich imunosupresivnich
latek, jako jsou CsA a Rapa, na svuj povrch a diky migraci téchto bunék mohou byt
imunosupresivni latky doruceny do mista zanétu (Girdlestone et al., 2015). Pro adsorbci
imunosupresivnich latek sta¢i inkubace MSC po dobu 5 minut v médiu obsahujicim 0,05 pug/ml
Rapa nebo 5 pg/ml CsA. Takto ptipravené MSC byly pouzity v preklinické studii akutniho
GvHD na xenogennim modelu mysi, kterym byly transplantovany lidské mononuklearni
bunky. MSC s navazanym Rapa byly schopné zabranit vzniku GvHD a vyznamné zvysit dobu
preziti danych jedinci ve srovnani s jedinci, kterym byl podan pouze Rapa nebo samotné MSC.
To znamen4, Ze Rapa nemusi indukovat zmény fenotypu MSC, ale jedna se o imunosupresivni
pusobeni navazaného Rapa (Girdlestone et al., 2015). Toto pozorovani je v souladu s jinou
studii, podle které nemaji MSC v kombinaci s Rapa signifikantné rozdilny vliv na MLR ve
srovnani s Rapa samotnym (Eggenhofer et al., 2011). Existuji vSak studie, které ukazuji, Ze
inkubace hAT MSC s Rapa zvysuje expresi IL-10, IDO a TGFp, inhibuje klonalni expanzi Th17
a podporuje vznik Treg a zvySuje schopnost migrace MSC k CD4" T buiikdm (Kim et al.,
2015b).
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. Z.avér

e Imunosupresivni latky maji odli$ny vliv na mysi a lidské MSC a také na MSC izolované
z ruznych tkani. Vybér kombinace imunosupresivnich latek a MSC je dulezity zohlednit
pro 1écbu konkrétniho onemocnéni.

e Na apotézu mySich MSC ani hAT MSC nemaji imunosupresivni latky vliv. Dex
podporuje prezivani (snizuje apoptézu) hBM MSC.

e V pfipadé mysich MSC byla sniZena metabolicka aktivita po kultivaci s Rapa a nejvyssi
koncentraci MMF. Glukokortikoidy s IFN-y metabolickou aktivitu zvysuji. Pouze CsA
nema na metabolickou aktivitu mySich MSC vliv. U lidskych MSC nedoslo
k signifikantnim zménam metabolické aktivity po kultivaci s imunosupresivnimi
latkami.

o Glukokortikoidy, MMF a Rapa vyznamn¢ inhibuji expresi molekul uplatiujicich se pii
imunosupresi mysich MSC.

e V pripadé lidskych MSC glukokortikoidy (zejména Dex) signifikantné zvysuji expresi
Fas-L hBM MSC a Pre mirné zvysuje expresi TGF-§ hAT MSC. Soucasn¢ ale dochazi
k vyznamnému snizeni exprese VCAM-1 a IL-6 glukokortikoidy u obou typu lidskych
MSC, k mirnému snizeni TSG-6 ptsobenim Dex na hAT MSC a mirnému sniZeni
exprese TGF-p hBM MSC vlivem Pre.

e CsA nema vliv na vétSinu testovanych parametri mysich MSC. V piipadé hAT MSC
ale CsA vyrazné zvySuje expresi PD-L1.

e CsA i MMF podporuji expresi TSG-6 lidskych MSC.

e Rapa mirné zvySuje expresi TGF-B lidskych MSC. Na ostatni studované molekuly
lidskych MSC nema Rapa vliv.

e Exprese IL-7 my$Simi MSC byla ovlivnéna vSemi testovanymi imunosupresivnimi
latkami, u lidskych MSC nedoslo k signifikantnim zménam.

e CsA, MMF a Rapa by mohly byt vhodnymi imunosupresivnimi latkami pro 1écbu

transplantaci a autoimunitnich onemocnéni v kombinaci s lidskymi MSC.
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Prilohy

Tabulka ! (pitlohy) Prehled viivu imunosupresivnich ldtek na mysi mezenchymdini kmenové busiky (MSC). Cyklosporin A (CsA), mykofenoldt
mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). 0 Zdadny vliv, + pozitivai, - negativni viiv imunosupresivm’ldtlngZWiem’

exprese. l Snizeni exprese. (Zmeny v expresi IL-7 + / - v zavislosti na konkrémi situaci: zvySeni exprese IL-T + V pripadé inhibice apoptozy a

obnoveni krvetvorby po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék, -V pripadé GvHD a vice versa.)

Mysi MSC CsA MMF Rapa Dex Pre
Diferenciace 0 0 0 0 0
Apoptoza 0 0 0 0 0
Metabolicka - I ! I !
aktivita ° l(s ng/ml) l _ (& ng/mb (5 ng/m
(IFN-y) (IFN-y)
HGF 0 0 0 0 0
FGF 0 0 0 0 0
Fas 0 0 0 0 0
TGFp 0 0 0 0 0
NO 0 0 0 | - | -
ICAM-1 0 0 0 0 0
VCAM-1 0 | - | - | - | -
(5 pg/ml) (5 ng/ml)

PD-L1 0 0 0 0 0
IL-6 0 0 0 | - | -

(5 ng/ml)
IL-7 0 I I(o,s ng/ml) I I(o,o5 ng/ml)
IL-7 + IFN-y I 0 I 1(0,05 ng/ml) I (5 ng/ml)
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Tabulka 2 (prilohy) Prehled viivu imunosupresivnich latek na lidské mezenchymalni kmenové buiiky izolované z tukové thiné (hAT MSC).
Cyklosporin A (CsA), mykofenolat mofetil (MMEF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). 0 Zadny viiv, + pozitivni, - negativini
Vliv imunosupresivni la’tlg/.TZv_)}ienl' exprese. l SniZeni exprese. (mirné ~ statisticky nesignifikantné)

hAT MSC CsA MMF Rapa Dex Pre
Diferenciace 0 0 l _ 0 0
(osteo)

Apoptoza 0 0 0 0 0
Metabolicka

- + (mirné]) 0 + (mim& | ) 0 0
aktivita
TGF 0 0 + (mimé]) 0 + (mimg )
TSG-6 1 + + 0 0 0
Fas-L 0 0 0 0 0
VCAM-1 0 0 0 - l -
PD-L1 1 + 0 0 0 0
IL-6 0 0 0 - 0
IL-7 0 0 0 0 0
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Tabulka 3 (piilohy) Prehled viivu imunosupresivaich ldtek na lidské mezenchymalni kmenové buiiky izolované z kosmi diené (hBM MSC).
Cyklosporin A (CsA), mykoféenolat mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). 0 Zdadny viiv, + pozitivni, - negativini
Vliv imunosupresivii la’tlg}TZv_)}ienl' exprese.i SniZeni exprese. (mirné ~ statisticky nesignifikantné)

hBM MSC CsA MMF Rapa Dex Pre
Diferenciace 0 0 0 0 0
Apoptoza 0 0 0 l + 0
Metabolicka

ivita + (mime]) | + (mime]) 0 0 0
TGFB 0 0 + (mimg |) 0 - (mim&|)
TSG-6 1 + 1 + 0 0 0
Fas-L 0 0 0 I + 1 +
VCAM-1 0 0 0 - -
PD-L1 0 0 0 0 0
IL-6 0 0 0 l - 0
IL-7 0 0 0 0 0
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Gatovaci strategie
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Obrazek 1 (prilohy) Gatovaci strategie MSC. Buiiky A) singlety B) CD45 negativni C) populace exprimujici testovany znak, napri. CD106
(VCAM-1) D).
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