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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové buiiky (MSC, mesenchymal stem cells) ptedstavuji
heterogenni populaci nehematopoetickych kmenovych bunék, ktera ma multipotentni
diferenciacni potencial. MSC muzeme najit v fad¢ tkani organismu, nejcastéji jsou
izolovéany z tukové tkdné€ a kostni dfené. Diky svym imunomodula¢nim schopnostem
jsou dobrym prostfedkem pro 1é¢bu autoimunitnich onemocnéni a zabranéni odhojeni
Stépu nebo reakce Stépu proti hostiteli. V soucasnosti se k potlateni nezadoucich
imunitnich reakci vyuzivaji imunosupresivni latky, které vSak maji fadu zdvaznych
vedlejsSich tc€inkt. Pouziti MSC v terapii by umoznilo snizeni davek imunosupresiv a
eliminaci nezaddoucich G¢inkt. Pfed uplatnénim v 1é¢bé je nezbytné prostudovat vztah
mezi MSC a imunosupresivy a zjistit mechanismus jejich interakce.

Nasim cilem bylo analyzovat interakci MSC a imunosupresiv a vliv na bunky
imunitniho systému. V experimentech jsme pouzivali cyklosporin A a mykofenolat
mofetil. Ovéfili jsme zmény v expresi povrchovych molekul, produkci interleukinu 6 a
metabolické aktivit¢ MSC po plsobeni imunosupresiv. V organismu se MSC
nevyskytuji izolovan¢, ale v kontaktu s buiikami imunitniho systému, proto jsme
studovali vliv imunosupresiv 1 na MSC v kultuie se splenocyty. Nasledn¢ bylo
analyzovano ptisobeni MSC a imunosupresiv na zastoupeni populaci splenocyti po
vzajemné kultivaci. NaSe vysledky ukazuji, ze MSC v kombinaci s imunosupresivy
ovliviiuji rizné populace buné¢k imunitniho systému. Po piisobeni imunosupresiv byly
detekovany zmény v expresi povrchovych molekul i1 rozpustnych faktort u MSC, které

ovlivilyji imunitni odpoveéd’ smérem k protizanétlivé.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové bunky, imunosupresiva, cyklosporin A,

mykofenolat mofetil



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) represent a heterogenous population
of nonhematopoietic stem cells with multipotent differential potential. MSC can be
isolated from various tissues of organism, the most common tissue are bone marrow or
adipose tissue. MSC are good candidates for treatment of autoimmune diseases and
possess the ability to prevent graft rejection or graft versus host disease. The
immunosuppressive drugs are currently used for inhibition of unwanted immune
reaction but they exhibit serious side effects. The use of MSC in therapy can reduce
doses of immunosuppressive drugs and eliminate side effects. The study of MSC and
immunosuppressant interactions should be detected before MSC can be used for
clinical application.

We aimed to analyze the interaction between MSC and immunosuppressive
drugs and their effect on immune cells. Cyclosporine A and mycophenolate mofetil
were used in our research. We demonstrated changes in the expression of surface
molecules, production of interleukin 6 and in metabolic activity of MSC after
treatment with immunosuppressive drugs. MSC are in organism, in cooperation
with the number of other cells. Therefore we studied MSC cocultured with splenocytes
in the presence of immunosuppressive drugs. Our results show the effect of MSC and
immunosuppressive drugs on different populations of immune cells. The changes
in expression of surface molecules and soluble factors were detected after treatment
with immunosuppressive drugs and MSC, the immune response was switched

to anti-inflammatory direction.

Key words: mesenchymal stem cells, immunosuppressive drugs, cyclosporine A,

mycophenolate mofetil
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1. Seznam pouzitych zkratek

Alexa 700 Alexa Fluor 700

APC allophycocyanine, alofykocyanin

CD cluster of differentiation, diferenciacni antigen

ConA concanavalin A, konkanavalin A

COX-2 cyklooxygenaza 2

DC dendritic cells, dendritické buiiky

DMEM Dulbecco‘s modified Eagle’s medium

DNA deoxyribonucleid acid, deoxyribonukleova kyselina

FasLL Fas ligand

FCS fetal calf serum, fetalni teleci sérum

FGF fibroblast growth factor, ristovy faktor fibroblastt

FITC fluorescein isothiocyanate, fluorescein isothiokianat

Foxp3 forkhead box proteins 3

GAPDH glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase, glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenéza

GVHD graft versus host disease, reakce S$t€pu proti hostiteli

HGF hepatocyte growth factor, ristovy faktor hepatocyta

HLA-G human leukocyte antigen-G, lidsky leukocytarni antigen G

HO-1 hem oxygenaza-1

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

IDO indolamin 2,3-dioxygenaza

IFN-y interferon vy

IL interleukin

IMPDH inosine-5'-monophosphate dehydrogenace, inozin-5-monofosfat
dehydrogenaza

KGF keratinocyte growth factor, ristovy faktor keratinocytt

LPS lipopolysacharid

MHC I major histocompatibility complex class I, molekula hlavniho

histokompatibilniho komplexu 1. tfidy
MMF mykofenolat mofetil
MSC mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky



NF-AT

NK
PBS
PCR
PD-L1
PE
PGE2
RNA
RORyt
RPMI 1640
SD

Spl
TGF-p
Th
TLR
TNF-a
Treg
VCAM
WST-1

nuklearni faktor aktivovanych T bunék

negativni kontrola

natural killer, pfirozeni zabijeci

phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

polymerase chain reaction, polymerazova fetézcova reakce
programmed death ligand 1, ligand programované bunécné smrti
phycoerythrin, fykoerytrin

prostaglandin E2

ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t
Roswell Park Memorial Institute medium 1640

standard deviation, smérodatna odchylka

splenocyty

transforming growth factor B, transformujici ristovy faktor 3
T helper cell, pomocné T buiky

toll-like receptor

tumor necrosi factor a, faktor nekrotizujici nadory o

T regulacni buiiky

vascular cell adhesion molekule, cevni adhezivni molekula

water soluble tetrazolium 1, ve vod¢ rozpustna tetrazoliova sil 1



2. Uvod

Mezenchymalni kmenové buiky (MSC, mesenchymal stem cells) jsou
multipotentni kmenové buiiky vyskytujici se v dospélém i fetdlnim organismu.
V zavislosti na riiznych faktorech jsou schopné diferenciace na fadu bunéénych typt
vSech tfi zarode¢nych linii. MSC mohou byt izolovany napiiklad z kostni diené,
tukové tkan€ nebo pupecnikové krve, jejich izolace a nasledna kultivace neni slozita.
Jednou z jejich vlastnosti je schopnost migrace do mist poskozeni, reparace a
regenerace tkani. MSC ale disponuji 1 vlastnosti imunomodulace, dokdzou inhibovat
proliferaci nebo aktivaci bun¢k pfirozené i adaptivni imunity. Jejich imunomodula¢ni
vlastnosti, které smétuji imunitni odpovéd’ na protizanétlivou, maji velky potencial
v klinickém vyuziti.

V terapii jsou nyni k potlateni nezddoucich imunitnich reakei u autoimunitnich
chorob (napftiklad u revmatoidni artritidy, Crohnovy choroby, Myasthenie gravis) nebo
k potlaceni odhojeni $tépu a reakci Stépu proti hostiteli (GVHD, graft versus host
disease) po transplantacich vyuzivany prevazné imunosupresiva. Imunosupresivni
latky maji ale fadu zavaznych nezadoucich uc¢inki jako je poSkozeni ledvin, zazivaciho
traktu nebo vyssi vyskyt malignit a infekénich onemocnéni. Pouziti MSC by mohlo
umoznit snizeni davek podavanych imunosupresiv a tim eliminaci vedlejSich u¢ink.
Pted uplatnénim v 1€cbé je dilezité prostudovat vztah mezi MSC a imunosupresivy a
zjistit mechanismus jejich interakce. JednotlivdA imunosupresiva maji jiny
mechanismus U¢inku a mohou na MSC pisobit odliSnym zplGsobem. Pro klinické
pouziti by meélo byt vybrano imunosupresivum, které bude nejlépe kooperovat

s imunomodulaénimi vlastnostmi MSC.
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3. Cile diplomové prace

K potlaceni nezaddoucich imunitnich reakei u autoimunitnich chorob a ptfedchazeni
odhojeni S$tépu nebo GVHD se v dneSni dobé vyuzivaji imunosupresivni latky.
Celkova imunosuprese pacienta zpusobuje fadu nezadoucich uc¢inkl a vétsi nachylnost
k infekénim onemocnénim. MSC maji kromé jinych vlastnosti 1 schopnost
imunomodulace, podporuji pifesmyk imunitni odpovédi na protizanétlivou. Jejich
pouziti v terapii by umoznilo sniZzeni koncentraci pouzivanych imunosupresiv a
eliminaci zavaznych nezadoucich uc¢inkt.

Cilem této prace bylo objasnéni interakce mezi MSC a imunosupresivy a jejich
vliv na bunky imunitniho systému. Za timto ucelem jsme studovali pisobeni
imunosupresiv na samotné MSC nebo MSC kultivované se splenocyty. Pfedmétem
studia byla také zména zastoupeni jednotlivych populaci splenocytt v kultute s MSC a

imunosupresivy.
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4. Literarni prehled

4.1. Mezenchymalni kmenové bunky

Kmenové builky miizeme rozdélit na embryondlni kmenové buiiky, které se
diferencuji do vSech tii zarodecnych linii a kmenové bunky dospélého organismu,
které se nachdzeji v témet kazdé¢ tkani a pomahaji jeji regeneraci a opravam. MSC patii
mezi kmenové buiiky dospélého organismu, ale od ostatnich se odliSuji bunéénym
délenim. Nedochézi u nich k rozdéleni na jednu buitku s kmenovymi vlastnostmi a
druhou buiiku diferencujici se na piisluSny bunéény typ. MSC také nemaji svou
jedinecnou niku jako ostatni kmenové bunky, nejspiSe ji sdili s jinymi kmenovymi
buinikami pfitomnymi v mist€ jejich vyskytu (Glennie et al. 2005).

MSC predstavuji heterogenni populaci nehematopoetickych kmenovych bunék,
kterd ma multipotentni potencidl. V literatuie jsou ob¢as oznaCovany jako stromalni
kmenové bunky (Gronthos et al. 2003). Friedenstein a kol. (1970) poprvé popsali MSC
jako buiiky fibroblastického tvaru ziskané z kostni diené, které jsou schopné adheze
k plastovému povrchu. Pojmenovani mezenchymélni kmenové buiiky bylo pouzito az

pozdéji (Caplan 1991).

4.1.1. Fenotyp MSC

Neexistuje zadny specificky marker k identifikaci MSC, proto se k definovani
MSC vyuzivaji kritéria stanovena Mezinarodni spole¢nosti pro bunécnou terapii. MSC
jsou charakterizovany diferencianim potencidlem a souborem negativnich a
pozitivnich markerti. Jednim z kriterii je také schopnost adheze MSC k plastu za
standardnich podminek, této vlastnosti se vyuziva pii jejich izolaci a kultivaci. Adheze
MSC k plastovému povrchu umoziuje jejich oddéleni od méné adhezivnich bunék

tkané, ze které byly MSC ziskany (Dominici et al. 2006).

4.1.2. Vyskyt a migrace MSC

MSC muzeme najit v fad¢ tkédni organismu, nejcastéji jsou izolovany z tukové
tkan¢, kostni diené (Lee et al. 2004) a pupecnikoveé krve (Erices et al. 2000). V kostni
dieni predstavuji MSC malou ¢ast bun¢k a svou produkci ristovych faktorti a
diferenciatnimi schopnostmi zde pomdhaji vytvafet niku hematopoetickych

kmenovych bun¢k a podporuji krvetvorbu (Muguruma et al. 2006). Tukova tkan je
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dostupnéjsi zdroj MSC a je z ni mozné ziskat vétsi mnozstvi MSC (Lee et al. 2004).
Mezi dalsi tkané, ze kterych byly MSC izolovany, patii jatra (Campagnoli et al. 2001),
vlasovy folikul (Shih et al. 2005), placenta (in't Anker et al. 2004) nebo amnioticka
tekutina (in't Anker et al. 2003).

Z mista vyskytu mohou MSC migrovat do poskozenych tkani krevnim
feciStém, prostoupi skrz cévy do tkané podobné jako imunitni bunky. V misté
poskozeni MSC regeneruji tkan a podporuji hojeni. Migrace MSC je ovlivnéna velkym
mnozstvim chemotaktickych faktori. MSC na svém povrchu exprimuji pro tyto
faktory pfislusné receptory (Ponte et al. 2007). Mezi dal§i povrchové znaky MSC patii
adhezivni molekuly jako cévni adhezivni molekula (VCAM, vascular cell adhesion
molecule), mezibunécna adhezivni molekula-1 (ICAM-1, intracellular adhesive
molecule-1) a adhezivni molekula leukocyti-3 (Ruster et al. 2004). Nartst koncentrace
zangtlivych chemokinl v misté poranéni je dilezitym faktorem k migraci (Ponte et al.

2007; Tomchuck et al. 2008).

4.1.3. Diferencia¢ni vlastnosti MSC

MSC mohou primarné¢ diferencovat na builtky mezodermalniho piivodu jako
naptiklad adipocyty, chondrocyty, osteocyty (Dominici et al. 2006) nebo
kardiomyocyty (Toma et al. 2002). Pozdéji se ale ukazalo, Ze po ovlivnéni pfislusnymi
faktory mohou diferencovat na bunky vSech tfi zdrode¢nych listi jako jsou napiiklad

hepatocyty (Banas et al. 2007) nebo neurony (Tropel et al. 2006).

4.1.4. Receptory MSC

MSC na svém povrchu exprimuji fadu receptorii, napiiklad receptory pro
ristové faktory a cytokiny jako interleukin (IL) 1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7,
interferon y (IFN-y), faktor nekrotizujici nadory a (TNF-a, tumor necrosis factor o) a
transformujici rtstovy faktor B (TGF-B, transforming growth factor ) (Deans and
Moseley 2000). Na povrchu MSC se nachézi i1 receptory pro chemokiny, které jsou
dilezité pro migraci MSC, nejvice exprimovanymi jsou CXCR4, CX3CR1 a CXCR6.
CX3R1 se uplatiuje v adhezi MSC k endotelu v zanétlivém prostiedi. CXCR4 je
dalezity pro migraci bunék do kostni dfen¢ (Sordi et al. 2005). Wynn a kol. (2004)
zjistili, ze na povrchu MSC se nachézi jen mala ¢ast CXCR4 a vétSina je uvnitt bunék.
Na druhé¢ strané jina studie pfinesla vysledky ukazujici, ze MSC neexprimuji CXCR4 a
maji na svém povrchu CCR1, CCR4, CCR7, CXCRS5 a CCR10 (Von Luttichau et al.
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2005). Pritomnost CCR1 a CCR7 na malé ¢asti MSC byla potvrzena i jinymi autory
(Sordi et al. 2005).

Dalsimi receptory MSC jsou toll-like receptory (TLR). Bylo zjisténo, ze lidské
MSC izolované z kostni dien¢ exprimuji TLR1 az TLR6 (Liotta et al. 2008), MSC
izolované z tukové tkané exprimuji navic i TLR9 (Cho et al. 2006) a my§i MSC maji
TLR1 az TLRS8 (Pevsner-Fischer et al. 2007). Nejvyssi exprese byla detekovana
uTLR3 a TLR4. TLR3 se nachidzi na membran¢ endozomu a jeho ligandem je
dvouretézcova ribonukleova kyselina (RNA, ribonucleic acid), TLR4 najdeme na
plazmatické membrané¢ a je aktivovan lipopolysacharidem (LPS). Na zakladé¢
odlisnych vlastnosti MSC po aktivaci TLR3 a TLR4 byla stanovena existence dvou
rozdilnych fenotyptt MSC1 a MSC2. Pokud se MSC aktivuji agonistou TLR4, dojde
ke vzniku fenotypu MSCI, ktery se uplatiiuje v ¢asné fazi zdnctu. Na druhé strané
vystaveni pusobeni agonisty TLR3 vede k polarizaci na MSC2, ktery je dilezity az

v pozdni fazi regenerace tkdn¢ (Waterman et al. 2010).

4.1.5. Imunoprivilegovanost MSC

MSCs maji nizkou expresi molekul hlavniho histokompatibilniho komplexu
I. tfidy (MHC I, major histocompatibility complex class I), zadné glykoproteiny MHC
II. tfidy a na jejich povrchu nejsou pfitomné ani kostimulaéni molekuly
diferenciacniho antigenu (CD, cluster of differentiation) 40, CD80, CD86. Vzhledem
k imunoprivilegovanosti je mozné v transplantacich aplikovat i alogenni MSC
(Le Blanc et al. 2003).

MSC mohou ménit své funkce vzhledem k prostfedi ve kterém se vyskytuji.
Pokud se MSC stimuluji nizkou koncentraci IFN-y, dochazi k vyssi expresi obou typl
MHC molekul, ale exprese kostimulacnich molekul zlistdva nezménéna a proliferace
T lymfocytii stale potlacena (Krampera et al. 2006). Na druhé strané¢ se MSC
stimulované vysokou koncentraci IFN-y chovaji jako antigen prezentujici bunky a
mohou aktivovat proliferaci alogennich T lymfocytli (Stagg et al. 2006). Nizka
exprese MHC I molekul by mohla vést k eliminaci MSC piirozenymi zabije¢i (NK,
natural killer), k aktivaci NK bun¢k ale nedochazi. Jednim z divodu muze byt
nepiitomnost potfebnych cytokini nebo exprese lidského leukocytarniho antigenu G

(HLA-G, human leukocyte antigen-G) (Selmani et al. 2008).
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4.1.6. Imunomodulaé¢ni vlastnosti MSC

MSC mohou inhibovat imunitni reakce jak prostfednictvim piimého
mezibunéného kontaktu, tak produkci imunomodula¢nich molekul. Mezi molekuly
zprostiedkovavajici mezibunéény kontakt MSC a bunc¢k imunitniho systému patii
napfiklad ligand programované bunééné smrti (PD-L1, programmed death ligand 1) a
Fas ligand (FasL). Receptor pro molekulu PD-L1 je exprimovan na aktivovanych
T iB lymfocytech a hraje dilezitou roli v negativni regulaci imunitni odpovédi
(Augello et al. 2005). Po ptsobeni IFN-y dojde ke zvySeni exprese PD-L1 na povrchu
MSC (Sheng et al. 2008). PD-L1 je zodpovédny za sniZzeni poctu Thl7 bunék
(Luz-Crawford et al. 2012) a naopak za narust populace T regulacnich (Treg) bunck
v in vitro modelu (Mokarizadeh et al. 2012). Interakce FasL s Fas receptorem je
dalezita naptiklad v periferni toleranci nebo pii ukonceni imunitnich reakci. MSC
prostiednictvim FasL mohou indukovat apoptotickou smrt u T bunék, na jejichz
povrchu se nachazi Fas receptor. Pfitomnost FasL a rezistence k receptoru pro TRAIL
(tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand) umoziuje vétsi odolnost
MSC k apoptdze (Akiyama et al. 2012).

MSC produkuji cytokiny modulujici imunitni odpovéd jako je TGF-B
(English et al. 2009), IL-6 (Djouad et al. 2007) a IL-10 (Qu et al. 2012). TGF-B
negativné reguluje imunologické déje a je determinujicim cytokinem pro vznik
T regulacnich (Treg) bun¢k (Fu et al. 2004). Kromé cytokinit mohou MSC produkovat
solubilni faktory jako enzym katabolizujici tryptofan indolamin 2,3-dioxygenazu
(IDO) (Meisel et al. 2004), NO produkovany indukovatelnou syntdzou oxidu
dusnatého (Sato et al. 2007), prostaglandin E2 (PGE2) (English etal. 2009),
hem oxigenazu-1 (HO-1) (Chabannes et al. 2007), HLA-G5 (Selmani et al. 2008).
Déle se vimunomodulaci uplatiiuje rastovy faktor hepatocyti (HGF, hepatocyte
growth factor) (Neuss et al. 2004), keratinocytli (KGF, keratinocyte growth factor),
fibroblasti (FGF, fibroblast growth factor) (Liu et al. 2006), vaskuldrni endotelidlni
(Matsumoto et al. 2005), kolonii granulocyti a monocyti (Groh et al. 2005).
Supresivni nebo imunomodulacni ucinky téchto latek byly ovéfeny pouzitim
blokujicich protilatek. Nékteré molekuly jsou produkovany konstitutivné, ale u vétSiny
se jejich exprese zvysi v zanétlivém prostiedi (Ryan et al. 2007).

Mezi nejvice studované solubilni molekuly produkované¢ MSC patii IDO,

PGE2, TGF-B, HGF, IL-10 a HLA-GS5. Degradace tryptofanu pomoci IDO zpiisobi

15



inhibici proliferace imunitnich bunék. Bylo prokazéano, Ze inhibice aktivity IDO vede
k ¢aste€nému potlaceni imunosupresivni aktivity MSC (Meisel et al. 2004). Jeho
produkce neni konstitutivni, ale je indukovdna IFN-y, proto nékteré prace ukazuji
nezbytnost aktivace MSC pomoci IFN-y (Krampera et al. 2006).

Preménu mastnych kyselin na PGE2 zajistuje cyklooxygenaza (COX) 1 a 2.
PGE2 potlacuje produkei IL-2, IFN-y a zvySuje hladinu cyklického
adenosinmonofosfatu. Jeho imunosupresivni u¢inky na T lymfocyty jsou pfedmétem
mnoha studii, podili se napfiklad na indukci Treg bunék. MSC produkuji PGE2
konstitutivné a plusobeni prozanétlivych faktorti jeho expresi zvysuje (English et al.
2009). Dalsi konstitutivné exprimovanou molekulou je HGF, ktery mé spolecné
s TGF-B synergisticky ucfinek na imunosupresi bunék imunitniho systému
(Di Nicola et al. 2002).

Neklasicka MHC I molekula HLA-GS je jednou z imunomodulaénich molekul
MSC, receptor pro HLA-G5 je exprimovan na NK buiikkach, T bunkach a
dendritickych bunkach (DC, dendritic cells). HLA-G je zodpovédny za maternalni
toleranci plodu, nachéazi se na trofoblastu a inhibuje NK buné¢nou aktivitu. Solubilni
forma je produkoviana MSC po stimulaci IL-10 a mulze inhibovat cytotoxické

T lymfocyty a NK buné¢nou aktivitu (Nasef et al. 2007; Selmani et al. 2008).

4.1.7. Vliv MSC na butiky imunitniho systému

MSC inhibuji proliferaci, aktivaci a funkci bun¢k imunitniho systému.
Pisobenim na jeden typ bun¢k muze dojit ke zméné vlastnosti jinych imunitnich
bun¢k. MSC snizuji aktivaci, maturaci, migraci DC a méni pomér mezi
plazmacytoidnimi a myeloidnimi DC. Inhibice maturace DC ma negativni vliv i na
aktivaci T lymfocyt (Spaggiari et al. 2009). Kromé toho mohou MSC s T lymfocyty
interagovat 1 pfimo a inhibovat jejich proliferaci. MSC méni rovnovahu mezi
pomocnymi T bunikami 1 (Thl, T helper cell), Th17 a Th2, Treg bun¢k ve prospéch
Th2 a Treg bun¢k. Dochazi k pfesmyku imunitni odpovédi na protizanétlivou, klesa
produkce IFN-y a naopak se zvysi I[L-4 a IL-10 (Aggarwal and Pittenger 2005; Glennie
et al. 2005).

MSC produkuji velké mnozstvi TGF-B, ktery je ve vysSich hladinach
determina¢nim faktorem pro Treg burky, které jsou v organismu zodpovédné za
udrzeni tolerance. Niz§i koncentrace TGF-B spolecné sIL-6, IL-21 dava wvznik

prozanétlivym Th17 buitkam (Zhou et al. 2008b). U Th17 MSC inhibuji produkci
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prozanétlivych cytokinti jako IL-17 nebo IL-22 (Ghannam et al. 2010). Treg bunky
mohou vznikat i po kontaktu T Ilymfocyti snematurovanymi DC, které jsou
indukovany ptisobenim MSC (Maccario et al. 2005) (Obrazek 1).

MSC potlacuji u B bun€k proliferaci a méni produkci imunoglobulint. Také
maji vliv na sniZeni exprese receptort pro chemokiny (CXCR4, CXCRS a CCR7),
inhibici migrace B bunc¢k do sekundarnich lymfoidnich organti a diferenciaci na
plazmatické bunky (Corcione et al. 2006). Bylo zjisténo, Ze interakce mezi MSC a
makrofagy zpiisobi zménu fenotypu makrofagi z prozénétlivych M1 na alternativné
aktivované makrofagy M2, které produkuji IL-10 a podili se na reparaci tkdni. MSC
indukuji u makrofagii zvySenou schopnost fagocytdézy apoptotickych bunék v misté
zénctu a inhibuji produkcei cytokint TNF-a, IL-12 (Kim and Hematti 2009). Kromé
toho maji MSC vliv i na potlaceni proliferace a cytotoxicity u NK bun¢k, po piimé
interakci dochazi ke snizeni exprese povrchovych receptorti na NK buiikach (Spaggiari
et al. 2006). MSC piisobi i1 na neutrofily, prostfednictvim IL-6 u nich inhibuji apoptdzu
a oxidacni vzplanuti (Raffaghello et al. 2008).
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Obrazek 1: Pisobeni MSC na buiiky imunitniho systému. MSC maji vliv na buniky vrozené
i adaptivni imunity. Kromé pfimého mezibunééného kontaktu MSC produkuji fadu solubilnich
imunomodula¢nich molekul naptiklad IDO, PGE-2, NO, TGF-f, IL-10. Pisobeni MSC pies

rozpustné faktory je pro vétSinu imunitnich bungk inhibi¢ni a MSC posouvaji imunitni

~~~~~

pfimo MSC, tak i nepiimo pies tolerogenni DC, které produkuji vice IL-10 (pfevzato z Plock
etal. 2013).

4.1.8. Vyuziti MSC v terapii

MSC maji potencialni vyuziti v alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék (Lazarus et al. 2005), prevenci rejekce st€pu (Bartholomew et al.
2002) a GVHD (Le Blanc et al. 2004) nebo 1écbé¢ autoimunitnich chorob (Connick
etal. 2012). V soucasné¢ dob& probihd tada klinickych studii zabyvajicich se infuzi
nebo transplantaci MSC a jejich imunomodula¢nimi vlastnostmi. Preklinické studie
probihaji 1 v oblasti regenerace tkani (Phinney and Prockop 2007). MSC jsou
vyuzivany k regeneraci srdecni tkan€ po ischemické mrtvici, po pouziti MSC byla

zjiSténa lepsi obnova tkani (Lee et al. 2010).
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Dalsi skupinou onemocnéni, kde mohou byt vlastnosti MSC vyuzity, jsou
zangtliva onemocnéni stfev — Crohnova choroba nebo ulcerdzni kolitida (Duijvestein
et al. 2010). MSC se vyuzivaji i k 1é€be neurodegenerativnich zadnétlivych onemocnéni
naptiklad roztrouSené sklerézy (Connick et al. 2012) nebo amyotrofické lateralni
sklerozy, ktera postihuje funkci motorickych neuronti (Mazzini et al. 2010). Kromé
imunomodulacnich vlastnosti zde wuplatiiuji svou produkci ristovych faktord
podporujicich regeneraci tkani a také schopnost diferenciace na nervové bunky (Tropel
et al. 2006). Terapie vyuzivajici MSC by mohla pomoci i v 1écbé¢ diabetu diky
moznosti potla¢eni imunitni reakce proti Langerhansovym ostravkiim slinivky biisni a
regeneraci jejich bunék (Kunnathodi et al. 2013).

MSC maji vyuziti i v potlaceni GVHD, ktera je zpiisobena imunitnimi butikami
ze Stépu a byva Casto rezistentni ke klasickym imunosupresivnim latkam (Le Blanc
etal. 2004). V prvni a druhé fazi klinickych studii nebyly nalezeny zadné zavazné
vedlej$i ucinky MSC (Prasad et al. 2011). Uvazuje se také o moZznosti navozeni
tolerance po transplantaci organl, pouziti MSC by umozZnilo sniZzeni davek
v soucasnosti podavanych imunosupresiv. Naptiklad bylo prokdzano, ze infuze MSC
po transplantaci ledviny byla GspéSna a umoznila snizeni davky takrolimu na polovinu

(Peng et al. 2013).
4.2. Imunosupresiva

Imunosupresivni latky jsou heterogenni skupinou 1é¢iv potlacujici imunitni
reakce. Imunosupresiva se v klinice pouzivaji od poloviny 20. stoleti, mezi prvni
objevené patii kortizol a cyklofosfamid. V 70. letech 20. stoleti byl velkym zlomem
v transplantacni terapii objev CsA, ktery vyrazné zvysil pfezivani transplantati. Dnes
jsou imunosupresivni latky vyuzivané k potlaceni patologickych imunitnich reakci,
napfiiklad k 1é€b€ autoimunitnich chorob a po transplantacich organti nebo kostni dfené
k prevenci odhojeni §tépu a vzniku GVHD (Allison 2000).

Imunosupresiva mizeme rozdélit do nékolika skupin podle jejich mechanismu
ucinku. Prvni skupinou jsou glukokortikoidy, které inhibuji produkci cytokinti (TNF-a,
IL-1, IL-3, IL-4, IL-5), NO, adhezivnich molekul a indukuji apoptézu lymfocyti.
Jejich nevyhodou jsou velké nezadouci uc¢inky. Do druhé skupiny patii alkylacni
¢inidla jako cyklofosfamid, ktery zplisobuje poruseni deoxyribonukleové kyseliny

(DNA, deoxyribonucleid acid) a apoptéozu bunék (Allison 2000). Treti skupina latek
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inhibuje kindzy a fosfatdzy, zéstupci jsou CsA, takrolimus (neboli FK-506) a
rapamycin (neboli sirolimus). CsA a takrolimus inhibuji kalcineurin a aktivaci
lymfocyt. Rapamycin inhibuje kindzu mTOR (mammalian target of rapamycin) a
signalizaci pfes receptory pro rustové faktory (Halloran 2004; Matsuda and Koyasu
2000).

Do posledni skupiny patii latky blokujici de novo syntézu purinti a pyrimidint
jako azathioprin, mykofenolat mofetil (MMF) a methotrexat. T buriky jsou vice zavislé
na de novo syntéze purinli, proto jsou na tyto latky citlivéjsi. Azathioprin je
imidazolovy derivat, ktery se $t€pi na merkaptopurin. V bunkach je merkaptopurin
pfeménén na purinové thioanalogy, které se inkorporuji do DNA, dochdzi k inhibici
biosyntézy nukleovych kyselin a inhibici proliferace bunck (Halloran 2004). MMF
inhibuje enzym inozin-5-monofosfat dehydrogenazu (IMPDH, inosine-5'-
monophosphate dehydrogenase) a syntézu purini (Allison and Eugui 2000).
Mehtotrexat je antagonistou kyseliny listové a blokuje enzym dihydrofolat reduktazu,
ktera je dilezita v syntéze nukleotidii (Allison 2000).

4.2.1. Cyklosporin A

CsA je lipofilni cyklicky peptid, ktery byl izolovan z vldknit¢ houby
v 70. letech 20. stoleti. Bylo zjisténo, ze inhibuje aktivaci T lymfocytli dvéma zpiisoby.
Na jedné stran¢ se CsA vaze na cyklofilin A, se kterym vytvafi komplex zabranujici
aktivaci fosfatdzy kalcineurinu, ktera je zavisld na kalmodulinu. Neaktivovany
kalcineurin neumozni defosforylaci a tim i aktivaci nuklearniho faktoru aktivovanych
T bunék (NF-AT). NF-AT nemtze migrovat do jadra a vazat se na promotory gentll pro
IL-2, IFN-y a dalsi (Obrazek 2). Na druh¢ strané¢ CsA je nekompetitivnim inhibitorem
aktivity podjednotky proteazomu, coz zabrani degradaci inhibitoru nuklearniho faktoru
K B. Suprese nuklearniho faktoru k B vede k inhibici produkce IL-2 a IFN-y. CsA také
zvysuje expresi TGF-f (Matsuda and Koyasu 2000).

Pti dlouhodobém pouzivani CsA bylo zjisténo kromé vyS$i nachylnosti
k bakteridlnim, mykotickym a virovym infekcim 1 mnoho dalSich zavaznych vedlejSich
ucinkd. Mezi nejvyznamnéjSi patii chronické dysfunkce ledvin, poSkozeni jater,

neurotoxicita, trombogeneze, hypertenze a zvyseny vyskyt malignit (Halloran 2004).
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Obrazek 2: Mechanismus piisobeni CsA. CsA se vaze na cyklofilin (CpN) a tento komplex
inhibuje fosfatazu kalcineurin (CaN), ktera je dilezitd pro defosforylaci a aktivaci NF-AT.
Neaktivovany NF-AT nemigruje do jadra a nespousti expresi genu pro IL-2 (pfevzato a

upraveno z Stepkowski 2000).

4.2.2. Mykofenolat mofetil

MMF je v téle pfeménén na kyselinu mykofenolovou, kterd inhibuje enzym
IMPDH 1I, ktery je dulezity vde novo syntéze purinii lymfocyti. Kyselina
mykofenolova byla objevena na konci 19. stoleti a méla slabé antibiotické ucinky, az
v 80. letech 20. stoleti byly objeveny jeji imunosupresivni vlastnosti. MMF inhibuje
patii poSkozeni zazivaciho traktu, zvySeni hladiny cholesterolu, neutropenie, anémie a

karcinogenni u¢inky (Halloran 2004).
4.3. MSC a imunosupresiva

Porozuméni interakce mezi MSC a imunosupresivy je dulezité pro dalsi
klinické vyuziti. Mnoho autorti ukazuje, ze samotné MSC bez imunosupresiv maji
dostatecny efekt na potlaceni imunitnich reakci, na druhé stran¢ to fada vysledkl
popira. Zhou a kol. (2008) ukazali, ze k prodlouzeni pfezivani Stépu staci pouze podani

MSC bez imunosupresivnich latek. MSC byly aplikovany pfed a po transplantaci
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ve vysokych davkach. Také v 1écbé traumatického poskozeni mozku u mysi bylo
zjisténo, ze v piipad¢ pouziti MSC neni imunosuprese potieba (Pischiutta et al. 2014).
Naopak v myS$im modelu transplantace kostni diené¢ mély alogenni MSC imunogenni
vlastnosti (Nauta et al. 2006). K podobné¢ situaci doslo pii xenotransplantaci MSC do
myokardu, kde bylo nutné vyuzit imunosupresivni latky (Grinnemo et al. 2004).
Alogenni MSC podané pied transplantaci srdce u potkanii pisobily imunogenné a
doslo k aktivaci CD4" a CD8" lymfocytii, infiltraci bun&k do $tépu a jeho odhojeni.
Pti pouziti MSC spolecn¢ s MMF byla infiltrace niz§i, aktivované¢ T bunky
v sekundarnich lymfoidnich orgénech byly eliminovany a bylo zabranéno aktivaci
buné¢k prezentujicich antigen (Eggenhofer et al. 2011b). Interference aktivace endotelu
a snizeni mnozstvi ICAM-1 zabréanila infiltraci lymfocytt a DC do §tépu (Glomsda et
al. 2003).

Aplikace MSC s nizkou davkou MMF indukuje dlouhodobé ptezivani alostépu
v potkanim modelu transplantace srdce (Popp et al. 2008). Pokud jsou ale MSC
aplikovany s CsA k prodlouzeni piezivani srde¢niho transplantitu nedochazi (Inoue
et al. 2006). To je v rozporu s vysledky, kde kombinace lidskych MSC a nizké davky
CsA byla vice uc¢inné nez samotné MSC nebo vyssi davka CsA (Shi et al. 2011).

Vzhledem k rozporuplnym vysledkim je kombinace MSC a imunosupresiv
zatim stale nutna. Je dilezit¢ vybrat takové imunosupresivum, které bude s MSC
spolupracovat co nejefektivnéji a je nezbytné zjistit mechanismus interakce MSC a

imunosupresiv.
4.4. Vliv imunosupresiv na vlastnosti MSC

Molekularni cile imunosupresivnich latek jsou kromé lymfocytl piitomné
i1 v fad¢ jinych bunék a mohou byt pfi¢inou nékterych zavaznych vedlejSich ucink.
V terapii jsou MSC ¢asto pouzivany spolu s imunosupresivy, proto je dilezité védet,
jakym zplsobem imunosupresiva na MSC pulsobi. Bylo zjisténo, ze ncktera
imunosupresiva na MSC vliv maji a jind nikoli. Methotrexat a azathioprin vlastnosti
MSC neovlivituji (Mancheno-Corvo et al. 2013), na rozdil od MMF, CsA, takrolimu a
rapamycinu (Hoogduijn et al. 2008).
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4.4.1. Vlivimunosupresiv na diferenciaci MSC

Kalcineurin, ktery inhibuji takrolimus a CsA, je exprimovan v MSC a hraje roli
v chondrogenni diferenciaci (Tomita et al. 2002) a reguluje aktivitu osteoblasta
(Hoogduijn et al. 2008). Vedlejsimi ucinky inhibitorti kalcineurinu je mimo jiné
1 ztrata kostni hmoty (Winslow et al. 2006). Rapamycin cili na kindzu, ktera je také
pfitomna v MSC a ovlivituje osteogenni diferenciaci (Hoogduijn et al. 2008; Singha et
al. 2008). Rapamycin zvySuje produkci lipidl pfi adipogenni diferenciaci (Hoogduijn
et al. 2008) a je také divodem Ccasté¢ hyperlipidémie pii dlouhodobé 1é¢bé
rapamycinem (Houde et al. 2010).

Inhibitory kalcineurinu a MMF nemaji vliv na adipogenni diferenciaci, ale
béhem osteogenni diferenciace snizuji vapnikova depozita v MSC. Vyuziti MSC a
inhibitort kalcineurinli neni vhodné napftiklad pro regeneraci srde¢niho svalu, protoze
maji negativni vliv na myogenni diferenciaci, vhodnéj$i je pouziti MMF

s antiproliferacnim ti¢inkem na MSC (Hoogduijn et al. 2008).

4.4.2. Vliv imunosupresiv na viabilitu a proliferaci MSC

Klinicky pouzivané koncentrace imunosupresiv neindukuji u MSC apoptdzu.
Hoogduijn a kol. (2008) izolovali MSC ze srdecni tkané a inkubovali je
s rapamycinem, takrolimem a MMF. Piisobeni imunosupresiv po dobu 24 hodin
viabilitu MSC neovlivnilo. Piisobeni vyssi koncentrace takrolimu (100 ng/ml) po dobu
7 dni zplsobilo velké snizeni poctu zivych MSC. Nejvyssi koncentrace MMF
(100 pg/ml) méla podobny ale mirnéjsi efekt. V nizsich koncentracich (1 a 10 ng/ml)
nema takrolimus na proliferaci MSC vliv. Naopak MMF ve vSech koncentracich
(1 - 100 pg/ml) proliferaci redukuje, to je zptisobeno silnou expresi IMPDH II v MSC.
MMF inhibuje hlavné izoformu IMPDH II, ktera je krom¢ aktivovanych lymfocytt

siln¢ exprimovana 1 v MSC, ostatni buniky exprimuji izoformu I.

4.4.3. Vlivimunosupresiv na imunomodula¢ni vlastnosti MSC

cvwr

pouzivané koncentrace, v pfitomnosti MSC byl ale jejich vliv redukovan a dochéazelo
pouze k Castecné inhibici bunék. Plsobeni MMF spolecné s MSC naopak vice
inhibovalo proliferaci lymfocyti (Hoogduijn et al. 2008). MSC v kombinaci

s imunosupresivy maji nejvétsi vliv na CD4  lymfocyty, zatimco proliferaci
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CDS8" lymfocytii neovlivni (Eggenhofer et al. 2011a). Hoogduijn a kol. (2008) testovali
vliv imunosupresiv na inhibi¢ni vlastnosti MSC. Inhibice smésné lymfocytarni reakce
byla zaznamenéana pouze v ptipad¢ preinkubace MSC s takrolimem, u MMF nebyl
pozorovan zadny efekt.

MSC potiebuji k plné aktivaci svych imunosupresivnich vlastnosti stimulaci
prozanétlivymi cytokiny jako je IFN-y (Crop et al. 2010; Krampera et al. 2006). Bylo
zjisténo, ze MMF nemd vliv na produkci IFN-y. V modelu transplantace srdce
u potkani MSC migruji do oblasti se zanétlivym prostiedim a jsou zde aktivovany,
po aktivaci MSC zvysi své imunosupresivni ptisobeni na lymfocyty. MMF neovliviiuje
usidleni a aktivaci MSC, synergisticky pisobi az na supresi lymfocytt (Eggenhofer
etal. 2011a). Na druhé¢ stran¢ inhibitory kalcineurinu zabrani produkci cytokint a tak
1 aktivaci lidskych MSC, proto CsA antagonizuje inhibi¢ni efekt MSC (Buron et al.
2009).

Dale bylo ukézano, ze 1écba pomoci MSC s nizkou koncentraci CsA urychlila
odhojeni transplantatu na potkanim modelu (Inoue et al. 2006). Také bylo ale zjisténo,
ze CsA ma synergisticky supresivni efekt s lidskymi MSC na aktivaci cytotoxickych
lymfocytl in vitro (Maccario et al. 2005). MSC v kombinaci s nizkou davkou CsA
efektivné zabranily odhojeni $tépu po transplantaci ledvin u potkan (Zhang et al.
2007). Rozdilné vysledky mohou byt zptisobeny odlisSnymi kultivaénimi podminkami a
puvodem bunék. Pro klinické vyuziti je proto dulezité¢ prostudovat vztah MSC a

imunosupresiv, pfedevsim jejich vliv na imunomodula¢ni vlastnosti MSC.
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5. Material a metody

5.1. Zvirata

Na vSechny pokusy byly pouzity bunky izolované z mysi inbredniho kmene
BALB/c. Pouzivaly se pouze samice staré 2 — 4 mésice, mysSi byly chované

za standardnich podminek v chovech Ustavu experimentalni mediciny AV CR, v. v. i..
5.2. Roztoky a média

MSC byly kultivovany v mediu DMEM (Dulbecco‘s modified Eagle’s
medium), (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Do media bylo pfidano tepelné
inaktivované fetalni teleci sérum (FCS, fetal calf serum), (Sigma Aldrich) na
vyslednou koncentraci 10 %. Médium bylo doplnéno o penicilin (100 U/ml, Sigma
Aldrich), streptomycin (100 pg/ml, Sigma Aldrich), 2-merkaptoethanol (5 x 10” M,
Serva, Heidelberg, Germany) a HEPES pufr (10mM, Sigma Aldrich). Vysledné
medium je déale oznacovano jako 10% DMEM. Pokusy se splenocyty byly provadény
v mediu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium), (Sigma Aldrich),
které bylo obohaceno FCS na 10% koncentraci, penicilinem, streptomycinem a
HEPES pufrem. Toto kompletni medium je dale ozna¢ovano jako 10% RPMI 1640.

Pti ptipravé bun¢k na analyzu pomoci priatokové cytometrie byl pouzit
fosfatovy pufr (phosphate buffered saline, PBS) pfipravovany v UEM AV CR, v. v. i.
(0,2 g KCI, 8 g NaCl, 0,24g KH,PO4 a 1,44 g Na,POg, 11 destilované vody, pH

upraveno na 7,2).
5.3. Pouzité 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)

e Elektroforeticka aparatura: PowerPac 300 (Bio-Rad), Hoefer HE33 (Pharmacia
Biotech, Piscataway, NY)

e Inkubator (Sanyo, Osaka, Japan)
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¢ 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 Priatokovy 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 Vyhiivani tiepacka Thermomixer comfort (Eppendorf)
5.4. Pouzity software

e Ovladaci software pro priatokovy cytometr FACSDiva Software (BD)

e Vyhodnocovaci software pro data ziskana na pritokovém 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 geli Scion Image
(Scion Corporation, Howston, TX)

e Ovladaci software pro iCycler (Bio-Rad)

e Program GraphPad Prism5 pro statistické zpracovani vysledki (GraphPad
Software, La Jolla, CA)
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5.5. Izolace a kultivace MSC

MSC byly izolovany z abdominalnich tfiselnych tukovych kapes, tukova tkan
byla po odebrani nastiihana a Stépena 1% kolagendézou (Sigma Aldrich) po dobu
1 hodiny v 37 °C. Ke konci inkubace byla suspenze bun¢k promichana a po uplynuti
inkubac¢ni doby byl obsah kadinky pfenesen do zkumavky. Zkumavka byla doplnéna
PBS a centrifugovana (8 minut, 170 g). Po centrifugaci byla opatrné odebrana vrchni
vrstva PBS, aby na dné zGstal asi 1 ml nad peletou bun¢k. Peleta bunc¢k byla
resuspendovana a zkumavka doplnéna opét PBS a centrifugovana. Supernatant byl
znovu odebran a buiiky opé€t resuspendovany, zkumavka byla doplnéna 10% DMEM a
opét centrifugovana. Tento krok byl zopakovan jesté jednou a nakonec byla suspenze
bunék prenesena do kultiva¢ni lahve (50 ml, Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY)
a doplnéna 10% DMEM na celkovy objem 12 ml. Po 48 hodinach od izolace byly
buiiky oplachnuty predehfatym médiem, aby doslo k odstranéni neadherentnich bunék.
MSC byly kultivovany pfi teploté 37 °C a 5% atmosfétre CO, po dobu 2 az 3 tydnli
(3 az 5 pasazi), poté byly pouzity v pokusech.

5.6. Stimulace a ovlivnéni bunék

MSC byly stimulovany IFN-y (Immunotools, Friesoythe, Germany) v kone¢né
koncentraci 10 ng/ml nebo LPS (Difco Laboratories, Detroit, MI) v konecné
koncentraci 5 pg/ml. Stimulace splenocytli byla provedena pomoci konkanavalinu A
(ConA, concanavalin A), (Sigma Aldrich) v koncentraci 5 pg/ml. Ve vSech pokusech
kromé testu proliferace byly pouzity vybrané koncentrace imunosupresiv, CsA (Sigma

Aldrich) v koncentraci 0,05 pg/ml a MMF (Sigma-Aldrich) v koncentraci 0,5 pg/ml.
5.7. Prolifera¢ni test

Pomoci prolifera¢niho testu byl zjistén vliv imunosupresiv na metabolickou
aktivitu MSC. MSC byly sterilng kultivovany v 10% DMEM v 96-jamkové destic¢ce
(Nunc, Roskilde, Danmark) po dobu 48 hodin nebo 7 dni pii 37 °C. Do jamky bylo
dano 0,6 x 10* MSC pro kultivaci 48h a 0,2 x 10* pro kultivaci 7 dni. MSC byly bez
stimulace nebo byly stimulovany LPS, IFN-y. Krom¢ stimulace byly k MSC ptidany
ruzné koncentrace imunosupresiv CsA a MMF (0,05 pg/ml, 0,5 pg/ml a 5 pg/ml).
Inkubace probihala v celkovém objemu 200 pul a po 48 hodinach nebo 7 dnech byla do
kultury ptidana v poméru 1:10 tetrazoliova sl 1 (WST-1, water soluble tetrazolium 1),
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(Millipore, Billerica, MA). Metabolicka aktivita bun¢k byla métena po 2 hodinové

inkubaci v termélnim boxu pomoci spektrofotometru pii 450 nm.
5.8. ELISA

Pomoci ELISA testu (enzyme-linked immunosorbent assay) byla méfena
produkce cytokinti IL-6 a IL-17. V pfipadé¢ méteni IL-6 bylo ve 48-jamkové desticce
(Nunc) kultivovano 0,6 x 10° MSC, inkubace probihala v celkovém objemu 600 pl
DMEM. Do tiech jamek byl ptidan IFN-y, LPS nebo MSC nebyly stimulovany. Jedna
jamka byla bez imunosupresiv, druhd s CsA a tteti s MMF. Po 48 hodinach byly
z kultury odebrany supernatanty a zamrazeny v -20 °C.

Produkce IL-17 byla méfena v kultufte MSC a splenocytl, ve 24-jamkové
desti¢ce bylo kultivovano 1,5 x 10° splenocyti a 0,5 x 10° MSC v celkovém objemu
1 ml. Splenocyty bez nebo za ptitomnosti MSC byly stimulovany ConA. Jedna jamka
byla bez imunosupresiv, druha s CsA a tfeti s MMF. Jako negativni kontrola slouzily
nestimulované splenocyty. Po 72 hodinach byly zjednotlivych jamek odebrany
supernatanty a zamrazeny v -20 °C. Detekce cytokinli v supernatantech probihala
podle piislusnych protokolt.

Pro zjisténi produkce IL-6 byl pouzit nasledujici postup:

1) do vysokoadsorpcni 96-jamkové desticky (Costar, Cambridge, MA) pridat
50 ul 0,IM roztoku NaHCO;3; (200 ml H,O, 1,68 g NaHCO; s primarni
protilatkou proti IL-6 (Pharmigen, San Diego, CA) o koncentraci 0,76 pg/ml

2) navazani primarni protilatky pfes noc ve 4 °C

3) druhy den dvakrdt promyt promyvacim roztokem (1 1 PBS, 0,5 ml
Tween-20)

4) zablokovat volny povrch jamek 150 pl PBS s pfidanym FCS v koncentraci
7,5% (blokovaci roztok) pfi laboratorni teploté po dobu 2 hodin

5) cCtyfikrat promyt promyvacim roztokem

6) do jamek ptidat po dvojicich 100 pl analyzovaného vzorku, blanku (medium
DMEM nebo RPMI 1640) a cytokinovych standardi (Genzyme, Boston,
MA)

7) inkubovat pfes noc ve 4 °C

28



8)

9)

Ctyfikrat promyt a piridat 100 pl blokovaciho roztoku se sekundérni
protilatkou proti IL-6 (Pharmigen) v koncentraci 0,38 pg/ml, inkubace
1 hodinu pfi laboratorni teploté¢

Sestkrat promyt a do jamek ptidat 100 pl avidin peroxidazy (2,5 pg/ml

v blokovacim roztoku) na 45 minut

10) osmkrat  promyt, pfidat 100 pl  substrdtu  2,2"-azino-bis-3-

ethylbenzthiazolin-6-sulfonové kyseliny (Sigma Aldrich) s peroxidem
vodiku (120 mg 2,2"-azino-bis-3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonové kyseliny +
11 ul 30% H,0,, 7,68 g kyseliny citronové, 400 ml H,O, pH upraveno na
4,35), (Sigma Aldrich)

IL-17 byl detekovan podle nasledujiciho postupu:

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7)

8)

9)

piidat 100 pl primérni protilatky proti IL-17 (R&D Systems, Mineapolis,
MN) natfedéné¢ v PBS na koncentraci 2 pg/ml do vysokoadsorpéni
96-jamkové desticky

navazani primarni protilatky ptes noc v laboratorni teploté

druhy den ttikrat promyt promyvacim roztokem (1 1 PBS, 0,5 ml Tween-20)
zablokovat volny povrch jamek 300 pl PBS s pfidanym 1% hovézim
sérovym albuminem (blokovaci roztok) pfi laboratorni teploté¢ po dobu
1 hodiny

ttikrat promyt promyvacim roztokem

do jamek pfidat po dvojicich 100 pl analyzovaného vzorku, blanku (medium
DMEM nebo RPMI 1640) a cytokinovych standardi (R&D Systems)
inkubovat 2 hodiny pfi pokojové teploté

tiikrat promyt a ptidat 100 pl blokovaciho roztoku se sekundarni protilatkou
proti IL-17 (R&D Systems) v koncentraci 0,4 pg/ml, inkubace 2 hodiny
pfi laboratorni teploté

tiikrat promyt a do jamek pfidat 100 pl streptavidin  peroxiddzy
(R&D Systems) na 20 minut, inkubovat pii pokojové teploté na tmavém

misté

10) tfikrat promyt, pfidat 100 pl substratu (H,O, a tetramethylbenzidin

v poméru 1:1), (R&D Systems), inkubovat 20 minut pfi pokojové teploté

na tmavém misté

11) ptidat 50 pl inhibi¢niho roztoku (2 N H,SO,), (R&D Systems)
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Substrat po enzymatické reakci vytvari v obou ptipadech barevny produkt, mira jeho
zabarveni je umérnd koncentraci cytokinu ve vzorku. Vzorky byly méfeny
na spektrofotometru pomoci méticiho filtru nastaveného na hodnotu 405 nm pro IL-6 a

450 nm pro IL-17.
5.9. I1zolace RNA a reverzni transkripce

Prvnim krokem analyzy expresniho profilu MSC ovlivnénych imunosupresivy
je izolace RNA. Ziskana RNA se piepisuje reverzni transkripci do dvoufetézcové
DNA. Bunky byly kultivovany v 6-jamkové desticce (Nunc) v mnoZstvi
0,6 x 10° MSC na jamku v celkovém objemu 3 ml. V destiéce byly MSC bez
stimulace, MSC stimulované IFN-y bez imunosupresiv, s CsA a s MMF. Po 7 dnech
byla izolovana RNA pomoci TRI REAGENTu (MRC, Cincinnati, USA) podle

nasledujiciho postupu:

1) do zkumavek ptidat chloroform v mnozstvi 1/5 objemu TRI REAGENTu,
zkumavky sto€it na centrifuze pii nizké teploté (15 minut, 12 000 g)

2) suspenze po stoceni rozdélena na spodni fenolovou fazi a horni vodnou fazi
s RNA, horni fazi opatrné pfendat do nové zkumavky a ptidat stejny objem
izopropanolu

3) nechat 8 minutach stat pii pokojové teploté

4) centrifugace pfi nizké teploté (8 minut, 12 000 g), supernatant odlit

5) oplachnout peletu RNA 75% ethanolem

6) ethanol odpipetovat a RNA susit pifi 39 °C na stolni tfepacce

7) po vysuSeni na led a rozpustit ve 20 pl H,O bez RNéaz (Top-Bio, Praha,
Ceska republika) v 65 °C po dobu 5 minut

Pomoci reverzni transkripce byla RNA piepsdna do komplementarni DNA
podle pokynti vyrobce. K 1 pg RNA byl pfidan 1 pl ndhodnych primert hexamert
(Promega, Madison, WI), 1 ul deoxynukleotidli (Invitek, Berlin, Germany) a doplnéno
PCR H,O (Top-Bio) do objemu 13 ul. Smés byla zahtatd v thermocycleru na 65 °C po
dobu 5 minut a nésledné byla zchlazena na ledu. Déle bylo do zkumavky ptiddno
4 pl First-strand buffer, 1 pl DDT, 0,5 pl Rnasinu a 0,7 pl SuperScript III RT
(Invitrogen, Praha, Ceska republika). Zkumavky byly vloZzeny do thermocycleru na

program reverzni transkripce (10 minut 25 °C, 50 minut 50 °C, 15 minut 75 °C).
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Po probéhnuti reverzni transkripce byla DNA pouzita na polymerazovou fetézcovou

reakci (PCR, polymerase chain reaction).
5.10. PCR

Z DNA byl pomoci klasické PCR zjistovan expresni profil MSC ovlivnénych
imunosupresivy. Byla sledovana exprese genii pro VCAM, ICAM, HGF, HO-1, FGF,
KGF, PD-L1, Fas. Vzorky byly normalizovany pomoci glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazy (GAPDH, glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenace). Ke 2 ul DNA
byl pfidan 1 pl sense a 1 pl antisense primerti (Tabulka 1) (Generi-Biotech, Hradec
Kralové, Ceska republika), 6 pl PPP Master Mix (Top-Bio) a 4,5 pl PCR H,O
(Top-Bio).

Postup PCR byl nasledovny:

1) 2 minuty denaturace pii 95 °C

2) 20 vtetin denaturace pti 95 °C

3) 20 vtefin annealing pii 60 °C

4) 20 vtefin polymerace pii 72 °C

5) 10 minut findalni syntéza piti 72 °C

Kroky 2, 3 a 4 byly opakovany 24 — 35x. Vizualizace produktii PCR byla provedena

omoci elektroforézy na 2% agar6zovém gelu s vyuzitim ethidiumbromidu.
p y g g yu
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Tabulka 1: Seznam pouzitych primeri pro PCR. S —sense, A - antisense

PRIMER SEKVENCE

GAPDH S 5-GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3’
GAPDH A 5-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3’
VCAM S 5-GTCACGGTCAAGTGTTTGGC-3’
VCAM A 5-AGATCCGGGGGAGATGTCAA-3’
ICAM S 5-GTCCGCTGTGCTTTGAGAAC-3’
ICAM A 5-TCGAGCTTTGGGATGGTAGC-3’
HGF S 5-CACCCCTTGGGAGTATTGTG-3"
HGF A 5-GGGACATCAGTCTCATTCACAG-3’
HO-1S 5-CAGAACCCAGTCTATGCCCC-3’
HO-1 A 5-GCTGATCTGGGGTTTCCCTC-3’
FGF S 5-CGGCTCTACTGCAAGAACG-3’
FGF A 5-TGCTTGGAGTTGTAGTTTGACG-3’
KGF S 5-TCTCATCAATCTCCAGTTCACAA-3’
KGF A 5-CTTGCGTTGATTGCTACTCCT-3"
PD-L1 S 5’-GGCCGAGGGTTATCCAGAAG-3’
PD-L1 A 5-CTGCTAAGCCAGGAACCCTC-3”
Fas S 5'-GAAGGAGTACATGGACAAGA-3’
Fas A 5-TGATATGCATCACTCTTCCC-3’

5.11. Real-time PCR

Kvantitativni real-time PCR byla provedena na iCycleru (Bio-Rad), relativni
exprese byla stanovena vzhledem k GAPDH. Pro vSechny experimenty byl vyuzit
SYBRGreen Supermix (Bio-Rad) a primery uvedené v Tabulce 2.

Postup PCR byl nasledovny:
1) 3 minuty denaturace pii 95 °C
2) 10 vtetin denaturace pti 95 °C
3) 20 vtefin annealing pii 60 °C
4) 20 vtetin elongace pii 72 °C
Fluorescencni data byla sbirdna v kazdém cyklu po elongaci pii 80 °C po dobu

5 vtefin. Data byla analyzovéana na detek¢ni systému iCycler (Bio-Rad).
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Tabulka 2: Seznam pouzitych primert pro real time PCR. L — left, R - right

PRIMER | SEKVENCE

PD-L1L 5- TGCAGTTGAGCTGGCAAT-3’

PD-LIR | 5- GGCTGGGTAGAAGGTGAGG-3’

COX-2L |5-AGCCCACCCCAAACACAGT-3’

COX-2R |5- AAATATGATCTGGATGTCAGCACATATT-3’
FasL L 5- ACCGGTGGTATTTTTCATGG-3’

FasL R 5’- AGGCTTTGGTTGGTGAACTC-3’

5.12. Pritokova cytometrie

Pritokovd cytometrie je metoda zaloZzend na fluorescencnim znaceni
povrchovych nebo intraceluldrnich znakti. Monoklonalni protilatky jsou konjugované
s fluorochromy jako Alexa Fluor 700 (Alexa 700), alofykocyanin (APC,
allophycocyanine), fluorescein isothiokianat (FITC, fluorescein isothiocyanate),
fykoerytrin (PE, phycoerythrin). Bylo stanoveno procentuélni zastoupeni jednotlivych
bunécnych populaci jak u MSC tak splenocyti. MSC byly kultivovany v mnoZzstvi
0,6 x 10° po dobu 7 dni a 0,5 x 10° po dobu 48 hodin v 6-jamkové desti¢ce (Nunc). Do
ttech jamek byl ptfidan IFN-y, LPS nebo MSC nebyly stimulovany. Jedna jamka byla
bez imunosupresiv, druhd sCsA a tfeti s MMF. Kultivace probihala v celkovém
objemu 3 ml DMEM. Byly méteny povrchové znaky CD80, CD86, CD54, CD106,
CD90.2 a PD-L1 (tabulka 3).

M¢éieni pomoci prutokové cytometrie probihalo také na MSC, které byly
v kultufe se splenocyty. Do 6-jamkové desticky bylo piidano 0,6 x 10° MSC a
2,4 x 10° splenocyti a byly kultivovany v celkovém objemu 3 ml. Jako kontrolni
vzorky byly nasazeny pouze samotné MSC bez splenocytii a imunosupresiv, MSC se
splenocyty bez imunosupresiv a ConA. Splenocyty bez nebo za ptitomnosti MSC byly
stimulovany ConA. Do jedné jamky nebyly pfidany imunosupresiva, do druhé byl
pfiddn MMF a do tfeti CsA. Po 7 dnech byly analyzovany povrchové znaky CDSO0,
CD86, CD54, CD106, MHC I, FasL, PD-L1 (tabulka 3).

Pro zjisténi relativniho zastoupeni jednotlivych populaci bylo inkubovano
2 x 10° splenocyti po dobu 48 hodin, piipadn& 1,5 x 10° splenocyti po dobu 96 hodin
ve 24-jamkové desticce (Nunc) vobjemu 1 ml RPMI 1640. Splenocyty byly
inkubovany s ConA bez nebo za piitomnosti MSC (0,1 x 10° MSC 48 hodin,
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0,5x 10°MSC 96 hodin). Jedna jamka byla bez imunosupresiv, druha s CsA, tieti
s MMF. Jako negativni kontrola byly pouzity nestimulované splenocyty. Pomoci
prutokové cytometrie byly po 48 hodinach méfeny povrchové znaky CD80, CD86,
CD40, CD19, CD69 a intracelularni cytokiny. Po 96 hodinach byly analyzovéany
povrchové znaky CD4, CD206, F4/80 a intracelularné Foxp3 (forkhead box proteins 3)
a RORyt (retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t) (Tabulka 3).

Vsechny vzorky byly z kultivacni desticky ptfeneseny do mikrotitracni desticky
(Nunc) v objemu 200 ul, u MSC byl k uvolnéni bunék pouzit 0,01M roztok kyseliny
ethylendiamintetraoctové s DMEM v poméru 1:1. Dalsi postup se lisil v piipraveé

povrchového znaceni a intracelularniho znaceni.
Povrchové znaceni:

1) centrifugace 3 minuty (170 g)

2) rozvolnéni pelety bunck, ptidani 10 ul protilatky proti povrchovym znakiim
3) inkubace ve 4 °C na tmavém mist¢ po dobu 30 minut

4) 2 x promyt 200 ul PBS

5) centrifugace 3 minuty (170 g)

6) pridat 200 ul PBS

7) ptidat 25 pl Hoechst 33258

Soucasné barveni povrchovych znaki a intracelularnich transkripcnich faktort:

1) centrifugace 3 minuty (170 g)

2) rozvolnéni pelety bun¢k, ptidani 10 pl protilatky proti povrchovym znakiim a
kitu pro obarveni mrtvych bun¢k

3) inkubace ve 4 °C na tmavém mist¢ po dobu 30 minut

4) 2 x promyt 200 ul PBS

5) centrifugace 3 minuty (170 g)

6) rozvolnéni pelety bunck, ptidani 100 pl fixaéniho/permeabilizacniho pufru -
nafedény 1:3 v fedicim roztoku (eBioscince, San Diego, CA)

7) inkubace ve 4 °C na tmavém misté po dobu 30 minut

8) 2 x promyt 200 pl permeabilizaéniho pufru — nafedény 1:10 destilovanou
vodou (eBioscience)

9) centrifugace 4 minuty (230 g)

10)rozvolnéni pelety bunck, ptidani 10 pl protilatky proti intracelularnim znaktm

(nafedéno v permeabiliza¢nim pufru)
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11)inkubace ve 4 °C na tmavém misté po dobu 30 minut
12)2 x promyt 200 pl permeabiliza¢niho pufru

13) centrifugace 4 minuty (230 g)

14)piidat 200 pl permeabilizacniho pufru

Pii méfeni intraceluldrnich cytokini musi nejdiive dojit k restimulaci po dobu
4 hodin ve 37 °C. Z 24-jamkové desticky bylo odebrano 700 pl a do zbylych 300 ul
byl pfiddn ionomycin (eBioscience) v konené koncentraci 0,5 pg/ml,
forbol-12-myristat-13-acetat (eBioscience) v konecné koncentraci 20 ng/ml a brefeldin
A (eBioscience) v kone¢né koncentraci 7,5 pg/ml. Po 4 hodinach byly buniky obarveny

podle nésledujiciho postupu:

1) centrifugace 3 minuty (170 g)

2) rozvolnéni pelety bun¢k, ptidani 10 pl protilatky proti povrchovym znakiim a
kitu pro obarveni mrtvych bun¢k

3) inkubace ve 4 °C na tmavém mist¢ po dobu 30 minut

4) 2 x promyt 200 ul PBS

5) centrifugace 3 minuty (170 g)

6) rozvolnéni pelety bunék, pfidani 100 pl IC fixa¢niho pufru (eBioscience)

7) inkubace v laboratorni teploté na tmavém misté po dobu 30 minut

8) 2 x promyt 200 pl permeabilizatniho pufru — nafedény 1:10 destilovanou
vodou (eBioscience)

9) centrifugace 4 minuty (230 g)

10)rozvolnéni pelety bunék, ptidani 10 pl protilatky proti intracelularnim znakim
(nafedéno v permeabiliza¢nim pufru)

11)inkubace v laboratorni teploté na tmavém misté po dobu 30 minut

12)2 x promyt 200 pl permeabiliza¢niho pufru

13) centrifugace 4 minuty (230 g)

14) ptidat 200 pl permeabiliza¢niho pufru

Vsechny vzorky byly méfeny pomoci pratokového cytometru LSR 1.
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Tabulka 3: Seznam pouzitych protilatek.

detekovany | konjugovany | koncentrace | vyrobce pouZivané | znaceni
znak fluorochrom | (mg/ml) redéni

CD4 FITC 0,5 eBioscience | 1:55 povrchové
CD19 FITC 0,5 BioLegend 1:50 povrchové
CD25 APC 0,2 BioLegend 1:50 povrchové
CD31 PE 0,5 BD 1:50 povrchové
CD34 PE 0,2 BD 1:50 povrchové
CD40 PE 0,2 eBioscience | 1:50 povrchové
CDh44 FITC 0,5 BD 1:55 povrchové
CD45 PE 0,2 BioLegend 1:60 povrchové
CD45 FITC 0,5 BioLegend 1:60 povrchové
CD45 APC 0,2 BioLegend 1:60 povrchové
CD45 Alexa 700 0,5 BioLegend 1:60 povrchové
CD54 APC 0,2 BioLegend 1:50 povrchové
CD69 PE 0,2 BioLegend 1:50 povrchové
CDS80 FITC 0,5 BioLegend 1:50 povrchové
CD86 PE 0,2 BioLegend 1:50 povrchové
CD90.2 PE 0,5 BioLegend 1:50 povrchové
CD105 PE 0,2 eBioscience | 1:50 povrchové
CD106 APC 0,2 BioLegend 1:50 povrchové
CD206 FITC 0,5 BioLegend 1:50 povrchové
F4/80 PE 0,2 BioLegend 1:50 povrchové
FasL PE 0,2 BioLegend 1:50 povrchové
MHC I FITC 0,5 eBioscience | 1:50 povrchové
PD-L1 APC 0,2 BioLegend 1:50 povrchové
Foxp3 PE 0,2 eBioscience | 1:50 intracelularni
RORyt PE 0,2 eBioscience | 1:45 intracelularni
IL-6 APC 0,2 eBioscience | 1:70 intracelularni
IL-10 APC 0,2 BioLegend 1:70 intracelularni
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5.13. Diferenciace MSC

MSC byly kultivovany ve 24-jamkové deSticce (Nunc) v pfitomnosti
osteogenniho a adipogenniho ¢inidla ptiblizné 2 tydny.

Pii adipogenni diferenciaci bylo k MSC pfidano adipogenni medium, které
obsahovalo 10 ml 10% DMEM, 1 pul dexametazonu, 10 pul
3-izobuthyl-1-methylxanthinu, 10 pl inzulinu, 100 pl indometacinu. MSC
diferencované na adipocyty byly nejdiive fixovany formaldehydem, pak dukladné
oplachnuty 60% izopropanolem a usuSeny. Tukové vakuoly byly poté obarveny
nafedénim roztokem Oil Red (0,7 g Oil Red O na 200 ml izopropanolu) v poméru 6:4
destilovanou vodou.

Osteogenni Cinidlo obsahovalo na 10 ml 10% DMEM 1 pul dexametazonu,
200 pl pentahydratu disodné soli glycerolfosfatu a 5 pl L-askorbové kyseliny.
Depozita kalcia u produktii osteogenni diferenciace byly barveny Alizarin Red S

(4g Alizarin Red S na 200 ml destilované vody, pH = 4,1 — 4,3).
5.14. Statisticka analyza

Prezentovana data pfedstavuji aritmeticky primér a smérodatnou odchylku (SD,
standard deviation). Statistickd signifikace byla stanovena pomoci ANOVA testu.

Hodnoty * P <0,05, ** P <0,01 a ***P <0,001 byly povazovany za signifikantni.
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6. Vysledky

6.1. Fenotyp MSC

Populace MSC je stanovovana podle definice Mezinarodni spolecnosti pro
bunécnou terapii pomoci tfi kriterii. MSC musi byt za standardnich kultivacnich
podminek adhezivni k plastu. Dale musi exprimovat CD105, CD73, CD105 a CD90 a
naopak by u nich nemélo dochézet k expresi markerti typickych pro hematopoetické
kmenové buiiky jako naptiklad CD31, CD34, CD45 nebo CD11b. Tietim kritériem je
schopnost diferenciace na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty (Dominici et al. 2006).

Tato kritéria byla experimentalné ovétena.

6.1.1. Povrchové znaky

Pro stanoveni povrchovych znakii MSC byla pouzita analyza na pratokovém
cytometru, byly pouzity protilatky proti hematopoetickym znakim CD31, CD34,
CD45 a markeriim typickym pro MSC CD90.2, CD44, CD105 (Obrazek 3).

Counts

lDﬂ

Counts

CD105

Obrazek 3: Stanoveni povrchovych znaki MSC. Pomoci pritokové cytometrie byla u MSC
analyzovana nepfitomnost znakti CD34, CD45, CD31 a pfitomnost pozitivnich znaki CD90.2,

CD105, CD44.
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6.1.2. Diferenciace

MSC jsou schopné po ovlivnéni ptisluSnymi faktory diferencovat na tadu
bunénych typli mezodermalniho ptivodu. Po kultivaci MSC s osteogennim a

adipogennim cinidlem doslo k jejich diferenciaci na osteocty a adipocyty (Obrazek 4).

Obrazek 4: Adipogenni a osteogenni diferenciace. MSC diferencované na adipocyty - tukové

vakuoly obarvené Oil Red (A) a osteocyty — depozita kalcia obarvena Alizarin Red (B).
6.2. Metabolicka aktivita MSC

Prvnim cilem bylo zjistit vliv imunosupresiv na metabolickou aktivitu MSC.
Nejdiive byla stanovena Skala koncentraci imunosupresiv od 0,05 pg/ml do 5 pg/ml
vychézejici z koncentraci vyuZzivanych v terapii. Pomoci WST byla méfena
metabolickd aktivita MSC po ovlivnéni riznymi koncentracemi CsA a MMF (5; 0,5;
0,05 pg/ml) po dobu 48 hodin a 7 dni. V testech byly vyuzity jak nestimulované MSC,
tak MSC stimulované IFN-y a LPS. Z namétenych hodnot bylo zjisténo, ze na snizeni
metabolické aktivity u nestimulovanych i stimulovanych MSC ma vliv pouze nejvyssi

koncentrace MMF (Obrazek 5A). K vyraznéjSimu snizeni dochazi pii ovlivnéni MSC
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po dobu 7 dni (Obrazek 5B). Pro dalsi pokusy byly vyuzivany pouze koncentrace
MMF 0,5 pg/ml a CsA 0,05 pg/ml, které nemaji na metabolickou aktivitu MSC

zasadni vliv.
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Obrazek 5: Vliv imunosupresiv na metabolickou aktivitu MSC. Metabolicka aktivita byla
meéfena u nestimulovanych MSC (-) a MSC stimulovanych pomoci LPS nebo IFN-y, které
byly ovlivnény CsA a MMF v koncentracich 5; 0,5 nebo 0,05 ug/ml po dobu 48 hodin (A) a
7 dni (B). K detekci byla pouzita pfeména substratu WST na barevny produkt a vysledek
méfen spektrofotometricky. nk — negativni kontrola, MSC bez imunosupresiv. Data piedstavuji

praméry a SD ze tfi nezavislych pokust (***P < 0,001 oproti nk).
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6.3. Produkce IL-6 MSC

Jednim z cytokinti produkovanych MSC je IL-6, ktery je produkovan ve vétSim
mnozstvi az po stimulaci MSC pomoci LPS. Po ovlivnéni stimulovanych
i nestimulovanych MSC MMF nebo CsA bylo zjisténo, ze k nevyraznému poklesu
produkce IL-6 dochdzi po plisobeni MMF a to pfedevs§im u MSC stimulovanych IFN-y
(Obréazek 6).

IL-6
1500+
= -
£ B IFN
>
S  1000- B LPS
o
3]
o
5
8 500-
S
o *
0-
nk CsA MMF

Obrazek 6: Produkce IL-6 MSC. IL-6 byl stanoven pomoci ELISA testu ze supernatantl
nestimulovanych MSC (-) a stimulovanych MSC pomoci LPS nebo IFN-y, které byly
ovlivnény CsA (0,05 pg/ml) a MMF (0,5 pg/ml). nk — negativni kontrola, MSC bez
imunosupresiv. Data pfedstavuji priméry a SD ze tfi nezavislych pokust (*P < 0,05 oproti

nk).
6.4. Povrchové znaky MSC po ovlivnéni imunosupresivy

Jednim z cilt bylo zjistit, jestli imunosupresiva ovliviiuji expresi povrchovych
znaktt MSC. Nestimulované i stimulované MSC byly kultivovany za ptfitomnosti CsA
a MMF, nasledn¢ byly analyzovany pomoci pritokové cytometrie. Byla testovana
exprese kostimula¢nich molekul CD80 a CD86, adhezivnich molekul CD54 (ICAM-1)
a CDI106 (VCAM-1), PD-L1 a markeru MSC CD90.2. U MSC ovlivnénych
imunosupresivy po dobu 48 hodin (Obrazek 7) nebyla ve srovnani s kontrolou
(neovlivnénymi MSC) zjisténa zména v zddném z vybranych povrchovych znak.
Vzhledem k témto vysledkiim byla doba plisobeni imunosupresiv na MSC prodlouzena

na 7 dni a byly sledovany stejné znaky (Obrazek 8). U prodlouzené kultivace doslo
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ke zménam fenotypu MSC ovlivnénych MMF, u kterych se oproti neovlivnénym MSC
zvysila exprese kostimulacnich molekul CD80, CD86 a naopak signifikantn¢ snizila
exprese adhezivnich molekul CD106 a CD54 u nestimulovanych MSC. Po ovlivnéni
MMF také dosSlo k nesignifikantnimu zvySeni exprese molekuly PD-L1 u MSC
stimulovanych IFN-y.
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Obrazek 7: Exprese povrchovych znaki MSC po piisobeni imunosupresiv 48 hodin.
Nestimulované MSC (-) a stimulované MSC (IFN-y nebo LPS) byly ovlivnény po dobu
48 hodin CsA (0,05 pg/ml) nebo MMF (0,5 pg/ml). Relativni zastoupeni povrchovych

molekul bylo stanoveno pomoci pritokové cytometrie. nk — negativni kontrola, MSC bez

imunosupresiv. Data pfedstavuji priméry a SD ze dvou nezavislych pokus.
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Obrazek 8: Exprese povrchovych znaki MSC po piisobeni imunosupresiv 7 dni.
Nestimulované MSC (-) a stimulované MSC (IFN-y nebo LPS) byly ovlivnény po dobu 7 dni
CsA (0,05 pg/ml) nebo MMF (0,5 ug/ml). Relativni zastoupeni povrchovych molekul bylo

stanoveno pomoci pritokové cytometrie. nk — negativni kontrola, MSC bez imunosupresiv.
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Data piedstavuji priméry a SD ze tii nezavislych pokust (*P < 0,05 oproti nk).
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6.5. Expresni profil MSC po ovlivnéni imunosupresivy

Vysledky z pritokové cytometrie byly doplnény o analyzu pomoci PCR a
real-time PCR u MSC stimulovanych IFN-y a ovlivnénych CsA nebo MMF po dobu
7 dni. Byla stanovena exprese genti pro vybrané markery, které maji imunomodulacni
vliv na buiky. U exprese vybranych genii nebyly pozorovany zadné vyznamné zmény
(Obrazek 9). Vysledky ziskané pomoci real-time PCR ukazuji zvySeni exprese genl
pro FasL po ptisobeni CsA i MMF, snizeni PD-L1 u MSC s CsA a naopak zvySeni
u MSC s MMF oproti MSC stimulovanym pouze IFN-y bez imunosupresiv. Nejveétsi
rozdil byl zjistén u exprese COX-2, kde po ptisobeni MMF na MSC stimulované IFN-y

doslo k velkému zvySeni exprese oproti kontrole (Obrazek 10).

MSC -
MSCIFMN
MSCIFN CsA
MSCIFN MMF

GAPDH

VCAM

ICAM

I
(7]
ot

HO-1

FGF

KGF

PD-11

Fas

Obrazek 9: Exprese genii u MSC po ovlivnéni imunosupresivy po dobu 7 dni. Pomoci PCR
byl porovnan vliv imunosupresiv u MSC stimulovanych IFN-y na expresi genti pro VCAM,
ICAM, HGF, HO-1, FGF, KGF, COX-2, PD-L1 a Fas. Jako kontrola byla pouZzita exprese

gent pro GAPDH. Data ukazuji jeden reprezentativni pokus ze dvou nezavislych opakovani.
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Obrazek 10: Exprese genii pro FasL, PD-L.1 a COX-2 po ovlivnéni imunosupresivy po
dobu 7 dni. Pomoci real-time PCR byl porovnan vliv imunosupresiv u MSC stimulovanych
IFN-y na expresi genti pro FasL, PD-L1 a COX-2. Jako kontrola byla pouZzita exprese genu pro
GAPDH. Data predstavuji prumery a SD ze dvou pokust (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001
oproti MSC IFN-y).

6.6. Vlivimunosupresiv na interakci MSC a splenocytiu

MSC maji imunomodula¢ni vlastnosti a dokazou inhibovat proliferaci a
aktivaci bun¢k imunitniho systému. V kokultivatnim systému MSC, splenocyti a
imunosupresiv byly v porovnani s kulturou splenocytli a imunosupresiv detekovany
zmény v expresi povrchovych molekul, zastoupeni jednotlivych populaci bunék a
produkei cytokinii. Bylo zjistovano, zda se méni exprese molekul MSC v kultuie se
splenocyty oproti samotnym kultivovanym MSC a nasledn¢ jak ptisobi MSC na

expresi jednotlivych molekul splenocyti.
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6.6.1. Povrchové znaky MSC

Po kultivaci MSC se splenocyty a imunosupresivy po dobu 7 dni byly pomoci
prutokové cytometrie analyzovany kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86, adhezivni
molekuly CD54 a CD106 a dale PD-L1, MHC 1, FasL. V pfipad¢ kostimula¢nich a
adhezivnich molekul jsme potvrdili stejnou tendenci jako u stimulace samotnych MSC
(Obrazek 11). Vysledky ukazuji, Ze exprese PD-L1 se oproti kontrole signifikantné
zvysila u MSC kultivovanych se stimulovanymi splenocyty a MMF, naopak
signifikantn¢ snizila v pfitomnosti CsA. Dal§i zména v expresi byla pozorovana
u FasL, kde doslo k signifikantnimu zvySeni po plsobeni obou imunosupresiv

(Obrazek 12).
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Obrazek 11: Exprese povrchovych znaki MSC v kultui‘'e se splenocyty po pisobeni

imunosupresiv 7 dni. MSC a splenocyty s ConA (MSC Spl ConA) byly ovlivnény po dobu

7 dni CsA (0,05 pg/ml) a MMF (0,5 pg/ml). Relativni zastoupeni povrchovych molekul bylo

stanoveno pomoci prutokové cytometrie. MSC — nestimulované MSC, MSC Spl — MSC

kultivované se splenocyty bez ConA. Data ptedstavuji primery a SD ze ¢ty nezavislych

pokus.

48



PD-L1 FasL
80+ * 20- * *
% K4
c 2 T T
2 60 3 15-
< 4
1 [7/]
E 40 ek L‘l? 104
© Q
o 20 —= I 8 5
(&)
2 X
0 0
& 2 & X N & R & = S
& O o o S & o o o )
($) \0
A\ R A\ R
& &
A\ A\

Obrazek 12: Exprese PD-L1 a FasL v Kkultufre MSC a splenocyti po pusobeni
imunosupresiv 7 dni. MSC a splenocyty s ConA (MSC Spl ConA) byly ovlivnény po dobu
7 dni CsA (0,05 ug/ml) a MMF (0,5 pg/ml). Relativni zastoupeni povrchovych molekul bylo
stanoveno pomoci prutokové cytometrie. MSC — nestimulované MSC, MSC Spl — MSC
kultivované se splenocyty bez ConA. Data piedstavuji priméry a SD z péti nezavislych

pokust (*P < 0,05, ***P < 0,001 oproti MSC Spl ConA ).
6.6.2. Povrchové znaky splenocyti

Pro urceni vlivu MSC na buniky imunitniho systému byly detekovany zmény
povrchovych znakd splenocytl kultivovanych spolu s MSC a imunosupresivy.
Splenocyty byly stimulovany ConA. Pomoci
48 hodinach detekovany kostimula¢ni molekuly CD80, CD86 a CD40. U splenocyt

pratokové cytometrie byly po

stimulovanych ConA kultivovanych spolu s MSC a imunosupresivy doslo oproti

kontrole ke snizeni exprese kostimula¢nich molekul CD40 a CD86 (Obrazek 13).
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Obrazek 13: Exprese povrchovych molekul splenocyti v kultuie s MSC a imunosupresivy
po 48 hodinach. Exprese kostimulacnich molekul byla sledovana na stimulovanych
splenocytech (Spl ConA,), které byly kultivovany s CsA (0,05 pg/ml) a MMF (0,5 pg/ml)
aMSC (zelena barva) nebo bez MSC (modra barva). Relativni zastoupeni exprese
povrchovych molekul bylo stanoveno pomoci pritokové cytometrie. Data piedstavuji pruméry

a SD ze tii nezavislych pokusi (*P < 0,05 oproti Spl ConA).
6.6.3. Populace splenocytu

Splenocyty byly kultivovany spolu s MSC a imunosupresivy a nasledné bylo
pomoci prutokové cytometrie meétfeno relativni zastoupeni jednotlivych populaci
splenocyti pomoci jejich markerd. Vysledky byly srovnany se splenocyty
kultivovanymi s imunosupresivy bez MSC. Byly méfeny tyto znaky: CD4
pro T lymfocyty po 96 hodindch, CD69 pro Casné aktivované T lymfocyty a CD19
pro B lymfocyty po 48 hodinach, CD206 pro M2 makrofagy, transkripcni faktor Foxp3
pro Treg buiiky a RORyt pro Th17 bunky po 96 hodinach.
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Imunosupresiva snizuji po¢et zivych bunék a procentualni zastoupeni CD19" a
CD4" bunék. Synergisticky efekt ptisobeni MSC a imunosupresiv byl pozorovan
uCD69" bunék po ovlivnéni MSC a CsA (Obrazek 14). Déle byl sledovan pomér
Th17 a Treg pomoci detekce jejich transkripcnich faktort RORyt a Foxp3 stanovenych
pratokovou cytometrii. CsA zvysuje zastoupeni populace CD4 Foxp3™ bunék
s mirnym nértistem po ovlivnéni MSC a CsA. Naopak procento CD4 RORyt" bunék
pii pusobeni MSC klesalo, signifikatni pokles byl zjistén u splenocytli s CsA a
u splenocytti kultivovanych s MSC a imunosupresivy (Obrazek 15). Pfitomnost MSC
v kultufe ma vliv i na makrofaigy a méni jejich fenotyp naregulacni

F4/80°CD206" (Obrazek 16).
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Obrazek 14: Relativni zastoupeni populaci T a B bunék po 48 a 96 hodinach. Stimulované

splenocyty (Spl ConA) byly kultivovany s CsA (0,05 pg/ml) nebo MMF (0,5 pg/ml) a MSC

(zelend barva) nebo bez MSC (modra barva). Relativni procentudlni zastoupeni CD19" a

CD69" bunék bylo stanoveno pomoci priitokové cytometrie po 48 hodinach a CD4" populace

po 96 hodinach na zakladé detekce povrchovych znaki. Data predstavuji priméry a SD ze Ctyf
nezavislych pokust (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 oproti Spl ConA).
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Obrazek 15: Relativni zastoupeni populaci Treg a Th17 bunék po 96 hodinach.
Stimulované splenocyty (Spl ConA) byly kultivovany s CsA (0,05 pg/ml) nebo MMF
(0,5 pg/ml) a MSC (zelena barva) nebo bez MSC (modra barva). Jednotlivé bunééné populace
byly méteny pomoci priitokové cytometrie na zakladé detekce transkripénich faktorti Foxp3 a
RORyt. Data ptedstavuji priméry a SD ze tii nezavislych pokusti (*P < 0,05; ** P < 0,01
oproti Spl ConA).
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Obrazek 16: Relativni zastoupeni F4/80°CD206° makrofigi po 96 hodinach.
Nestimulované splenocyty byly kultivovany s CsA (0,05 ug/ml) nebo MMF (0,5 pg/ml)
a MSC (zelena barva) nebo bez MSC (modra barva). Bunééna populace byla méfena pomoci
pratokové cytometrie na zakladé detekce povrchovych znakd. Data piedstavuji priméry a SD

ze tii nezavislych pokusi.
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6.6.4. Produkce cytokinii splenocyty

Splenocyty byly kultivovany s imunosupresivy a MSC, byla sledovana
produkce cytokini a porovnéna s produkci cytokinli v kultufe bez ptitomnosti MSC.
Procento CD45'TL-10" a CD45'IL-6" bundk bylo stanoveno pomoci priitokové
cytometrie na zéklad¢ intraceluldrniho znaceni, IL-17 byl méten ELISA testem. IL-17
produkuji hlavné¢ Thl7 buiiky, u jeho produkce doSlo v pfitomnosti MSC a
imunosupresiv k signifikantnimu poklesu oproti kontrolnim stimulovanym splenocyti
(Spl ConA), nejvétsi snizeni bylo u splenocyti s MSC a CsA (Obrazek 17). IL-6 je
imunostimulacni cytokin, ktery je produkovan naptiklad T buiikami, B bunikami nebo
cytokin produkovany hlavné regulaénimi bunikami. Produkce IL-10 se po ptisobeni ani

jednoho imunosupresiva vyrazné nezménila (Obrazek 18).
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Obrazek 17: Produkce IL-17 splenocyty. Produkce IL-17 byla méfena pomoci ELISA testu
ze supernatantll stimulovanych splenocytti (Spl ConA), které byly kultivovany s CsA
(0,05 ug/ml) a MMF (0,5 ug/ml) a MSC (zelena barva) nebo bez MSC (modra barva). Data
predstavuji priméry a SD ze dvou nezavislych pokusi (*P < 0,05; *** P < 0,001 oproti

Spl ConA).
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Obrazek 18: Procentudlni zastoupeni CD45'1L-6" a CD45'TL-10" bunék. Produkce
cytokinii byla sledovana u stimulovanych splenocytii (Spl ConA), které byly kultivovany
s CsA (0,05 pug/ml) a MMF (0,5 pg/ml) a MSC (zelena barva) nebo bez MSC (modra barva).
Relativni procentualni zastoupeni jednotlivych populaci bylo stanoveno pomoci pritokové
cytometrie na zakladé intracelularniho barveni. Data predstavuji priméry a SD ze tii

nezavislych pokust.
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7. Diskuze

V soucasné dobé se k potlaceni patologickych imunitnich reakci jako napftiklad
v 1é€bé autoimunitnich chorob nebo pifedchdzeni odhojeni §tépu a GVHD po
transplantacich vyuzivaji imunosupresivni latky jako CsA, MMF, takrolimus,
rapamycin. Imunosupresiva mohou zpusobit fadu nezadoucich ucinkd, mezi
Pacienti jsou vice nachylni na bakterialni, mykotické, parazitdrni a virové infekce,
Casto zpiisobené oportunnimi patogeny (Halloran 2004). MSC disponuji kromé
diferenciacnich a regenerativnich vlastnosti 1 schopnosti imunomodulace (Glennie et
al. 2005). Dokazou inhibovat buiiky imunitniho systému a ménit rovnovédhu mezi Thl
a Th2, respektive Th17 a Treg buitkami ve prospéch Th2 a Treg bunék. Podporuji
piresmyk imunitni odpovédi na protizanétlivou (Aggarwal and Pittenger 2005). Jejich
pouziti v 1é¢bé autoimunitnich chorob a pii transplantacich by umoznilo snizit
koncentrace pouzivanych imunosupresiv a eliminovat zdvazné nezadouci tc¢inky. Pred
uplatnénim MSC v klinické 1écb¢ je nutné prostudovat vztah mezi MSC a
imunosupresivy. Cilem této prace bylo objasnéni interakce mezi MSC a
imunosupresivy a jejich vliv na bunky imunitniho systému. Byl vybran CsA a MMF
jako zastupci nejcasteji pouzivanych imunosupresiv s rozdilnymi mechanismy uc¢inku.

Ovéfili jsme, ze nami pouzivané MSC izolované z tukové tkdné¢ mysi spliuji
kritéria definujici MSC (Dominici et al. 2006). MSC jsme vystavili piisobeni riznych
koncentraci imunosupresiv vychazejicich z klinického pouziti po dobu 48 hodin a
7 dni. Potvrdili jsme, ze v obou Casovych intervalech md na metabolickou aktivitu
MSC zésadni vliv pouze nejvyssi koncentrace MMF. To odpovida zjisténi, ze MSC
vykazuji silnou expresi IMPDH II, ktera je cilem MMF a jeji inhibice zabrafuje
de novo syntéze purini (Hoogduijn et al. 2008). Na zaklad¢ téchto pokust byla
vybréna jedna koncentrace pro kazdé imunosupresivum.

Plsobeni imunosupresiv v naSem modelu méni produkei IL-6 a povrchové znaky
MSC. Zjistili jsme, ze produkce IL-6 byla signifikantn€ snizena u MSC stimulovanych
IFN-y a kultivovanych spoleén¢ s MMF. Potieba IFN-y pro aktivaci
imunomodulacnich vlastnosti MSC byla potvrzena mnoha autory (Crop et al. 2010;
Krampera et al. 2006). Nase vysledky jsou v souladu s praci vénujici se bunikdm
endotelu, u kterych byl pozorovan pokles hladiny IL-6 po pisobeni MMF, produkce
IL-6 byla iniciovana TNF-a (Huang et al. 2005).
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Kratkodoba kultivace MSC s imunosupresivy nevyvolala zmény v expresi
povrchovych znaki. Po delSim plsobeni imunosupresiv jsme pozorovali rozdily
ve fenotypu MSC ovlivnénych MMF, zvysila se exprese CD80, CD86 a naopak snizila
exprese CD54, CD106. Inhibice endotelialnich receptorti byla zjiSténa po pisobeni
MMF jak u endotelidlnich buné€k (Huang et al. 2005) tak lymfocyti (Blaheta et al.
1998). Kostimulacni molekuly za normalnich podminek nejsou na MSC témét
pritomné (Le Blanc et al. 2003), jejich zvySend exprese po plisobeni MMF muze snizit
jejich imunoprivilegovanost. Mechanismy a dusledky vysSi exprese je potieba dale
studovat. Také jsme ukazali, Ze MSC stimulované IFN-y ovlivnéné MMF maji vyssi
expresi molekuly PD-L1. ZvySeni exprese PD-L1 po plisobeni IFN-y odpovida praci
Sheng a kol. (2008), kteti ukazali rozhodujici roli této molekuly pro imunosupresivni
ucinky MSC.

Piisobeni imunosupresiv na MSC nevysvétluje efekty pozorované in vivo. Bylo
zjisténo, ze MSC a MMF maji supresivni synergisticky uU¢inek na lymfocyty
(Eggenhofer et al. 2011a), na druhé stran¢ po plisobeni MSC a CsA byly kromé
synergistickych zjiStény i antagonistické ucinky, které zptisobily rychlej$i odhojeni
Stépu (Inoue et al. 2006; Zhang et al. 2007). V organismu MSC interaguji s butikami
imunitniho systému, proto jsme sledovali zmény exprese povrchovych znaki MSC
v kultufe se splenocyty. V piipadé kostimulacnich a adhezivnich molekul jsme
potvrdili stejnou tendenci jako u stimulace samotnych MSC. Signifikantni zvySeni
jsme zjistili u exprese PD-L1 na MSC kultivovanych se splenocyty a MMF a naopak
signifikantni sniZzeni v pfitomnosti CsA. To je pravdépodobné dano rozdilnymi
mechanismy u¢inku u CsA a MMF. PD-L1 patfi mezi molekuly zprosttedkovavajici
mezibunécny kontakt MSC a jinych bunék. Bylo zjisténo, ze PD-L1 hraje dilezitou
roli v indukci Treg bun€k a zplisobuje zvySeni exprese transkripéniho faktoru Foxp3
(Mokarizadeh et al. 2012). V nepfitomnosti molekuly PD-L1 na bunkach
prezentujicich antigen nedochazi k pfesmyku naivnich CD4" bunék na Treg buiiky
(Francisco et al. 2009). Jiné vysledky ukazali, ze molekula PD-L1 na MSC ma vliv na
snizeni po¢tu Th17 bunék. Zabranuje jejich vzniku, ale produkci IL-17 zralymi Th17
neovlivni (Luz-Crawford et al. 2012).

Dalsi molekulou ucastnici se kontaktu mezi bunikami je FasL, ktery po navazani
na svllj receptor spousti apoptickou smrt. Zjistili jsme, Ze exprese FasL na MSC
kultivovanych spolu se splenocyty byla signifikantné¢ zvySena po pilisobeni obou

imunosupresiv. FasL. na MSC po névazani na Fas receptor T lymfocyti indukuje
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apoptickou smrt, pfitomnost apoptickych bunék aktivuje makrofagy, které zacnou
produkovat zvySené mnozstvi TGF-B. TGF-$ je determinujicim faktorem pro vznik
Treg bunék (Akiyama et al. 2012). Alternativné aktivované makrofagy M2 produkuji
kromé IL-10 1 TGF-B. Po kultivaci splenocyti a MSC s imunosupresivy jsme overtili
pfitomnost M2 makrofdgli pomoci jejich markeru CD206. V kultuife s MSC a
imunosupresivy je zastoupeni F4/80°'CD206" bunék vyssi nez v kultufe bez MSC.
Nase vysledky odpovidaji zjisténi, ze makrofagy po piisobeni MSC méni sviij fenotyp
na M2, produkuji vice IL-10, IL-6 a mén¢ IL-12, TNF-a (Kim and Hematti 2009).

Vysledky ukazujici procentualni zastoupeni PD-L1" a FasL'™ bunék z priitokové
cytometrie jsme potvrdili méfenim z real-time PCR na MSC stimulovanych IFN-y.
Sledovali jsme také expresi molekuly Cox-2, kterd se signifikantné zvysila u MSC
kultivovanych s MMF. Cox-2 je enzym zajistujici pfeménu mastnych kyselin
na PGE2, ktery ma fadu imunomodula¢nich u¢inkd. Mimo jiné PGE2 indukuje vznik
Foxp3" Treg bunék (English et al. 2009) a inhibuje vyvoj Th17 bunék a jejich produkci
prozanétlivych cytokinii (Ghannam et al. 2010).

Jednou z dulezitych vlastnosti MSC je jejich imunomodula¢ni vliv na bunky
imunitniho systému, proto jsme sledovali vliv MSC na splenocyty pfi jejich spolecné
kultivaci s imunosupresivy. U molekul CD40 a CD86 doslo k vétsimu poklesu jejich
exprese, pokud v kultufe byly pfitomné MSC. Snizeni kostimula¢nich molekul
na povrchu bunék prezentujicich antigen neumozni aktivaci T lymfocyti a dojde
ke zvySeni imunosupresivniho t¢inku. MSC a imunosupresiva maji také vliv na
zastoupeni jednotlivych populaci splenocyti. Po jejich plsobeni doslo k poklesu
zastoupeni CD19" a CD69" bunék. CsA inhibuje produkci IL-2 a tim aktivaci T bunék
(Matsuda and Koyasu 2000), MMF naopak zabranuje jejich proliferaci a na ¢asnou
aktivaci T bun¢k vliv nema (Allison and Eugui 2000), proto byl vétsi pokles
CD69" bun&k pozorovan u CsA. Na B lymfocyty MMF a CsA piisobi, jak piimo tak
ptes inhibici T lymfocytu.

MSC mohou ménit pomér mezi Th17 a Treg bunkami, zabranuji vyvoji Th17
bunék a naopak podporuji vznik Treg bunck (Svobodova et al. 2012). Zjistili jsme, ze
v pfitomnosti MSC a imunosupresiv procento CD4 Foxp3’~ bunék mé tendenci
k nérGstu, k nejvétsimu zvyseni doslo u splenocytt kultivovanych s MSC a CsA. To je
v souladu se zvySenou expresi FasL. u MSC kultivovanych spolu se splenocyty a CsA.
Nekteti autofi uvadi, ze vysSi exprese FasL na MSC zptlisobi narst apoptozy.

Apoptické bunky nésledné aktivuji alternativni makrofagy a jejich produkci TGF-f.
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Zvysend hladina TGF-B spousti presmyk CD4 " naivnich T lymfocytdl na Treg buiiky
(Akiyama et al. 2012). Na druhé strané jsme dokazali, ze MSC i imunosupresiva
snizuji zastoupeni CD4 RORyt" bunék, k vyraznéjsimu poklesu doslo, pokud byly
v kultute jak MSC, tak imunosupresiva. Snizeni Th17 bun€k po kultivaci splenocyta
s MSC a MMF ma souvislost se zvySenou expresi molekuly PD-L1. MSC kontaktem
pfes PD-L1 brani naivnim CD4" lymfocytiim ve vyvoji na Th17 buiiky (Luz-Crawford
etal. 2012).

Th17 bunky produkuji kromé jinych prozanétlivych cytokint IL-17. Potvrdili jsme,
ze vzhledem ke kontrole dochézi k poklesu produkce u vSech vzorkl. Nejvétsi snizeni
bylo zaznamendno v kultufe splenocytii a MSC s CsA, u MMF zistalo mnozstvi IL-17
nezmeénéné. MSC inhibuji vyvoj Th17 bunék, ale u zralych Th17 produkci IL-17
neovlivni (Luz-Crawford et al. 2012). Jiné vysledky ukazuji, ze MSC u Th17 blokuji
produkei jejich prozanétlivych cytokinli (Ghannam et al. 2010).

Na vznik Treg a inhibici Thl17 bunék mé vliv i vy$s§i koncentrace IL-10,
po ptisobeni MSC dochazi k indukci regulacnich bunck a k vyssi produkei IL-10. Nase
vysledky toto nepotvrdily, v kultufe s MSC ke zvyseni poétu CD45TL-10" bunék
nedoslo. Zastoupeni této populace bylo malé, pro potvrzeni vysledki bude potieba
opakovat méfeni v jinych asech. Procento CD45'IL-6" bunék se v kultufe splenocyti,
MSC a imunosupresiv oproti kontrole snizilo u bunc¢k kultivovanych pouze
s imunosupresivy, stejné jako u bun¢k kultivovanych s imunosupresivy a MSC. IL-6 je
spolu s TGF-B hlavnim determina¢nim faktorem Th17 bunék, jeho potlaceni tedy vede
ke snizeni vyvoje Th17 bun€k (Zhou et al. 2008b).

Na zakladé téchto vysledkii usuzujeme, Ze na pokles CD4 RORyt" bundk
v kultufe s MSC a MMF ma vliv zvySena exprese PD-L1 a Cox-2. Na druhé strané
nartist populace CD4 Foxp3"™ bunék po piisobeni MSC a CsA je zptisoben zvysenim
exprese FasL a pravdépodobné nariistem poctu apoptickych bunék. Podani
imunosupresiv dohromady s MSC méni vlastnosti riznych bunék imunitniho systému
Th17 bunék, zvySeni mnozstvi Treg bunck a alternativné aktivovanych makrofagt.
Néami zjisténé vysledky ukazuji vhodnost pouziti MSC v kombinaci s MMF i CsA
v potlaceni nezadoucich imunitnich reakci. Aplikace MSC v terapii by umoznila
snizeni koncentrace imunosupresiv a eliminovala jejich zdvazné vedlejsi ucinky.
Pro celkové objasnéni musi byt provedeny dalsi studie a pfevedeni systému do in vivo

modelu.
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8. Zavér

e Na metabolickou aktivitu MSC ma vliv pouze nejvyssi testovana koncentrace
MMF.

e Plsobeni imunosupresiv na MSC zplsobuje zmény v povrchovych i solubilnich
molekulach. Snizeni produkce IL-6 bylo pozorovano u MSC stimulovanych IFN-y
a kultivovanych s MMF.

e Kratkodoba kultivace MSC s imunosupresivy nevyvolala zmény v povrchovych
markerech. Po delsi kultivaci doslo ke zvyseni exprese kostimula¢nich molekul a
snizeni exprese adhezivnich molekul. To bylo potvrzeno i v kulture MSC se
splenocyty.

e Spolecna kultivace MSC, splenocytl a imunosupresiv zpusobila zmény jak
uMSC tak splenocyttl. U splenocytti doslo ke snizeni CD86" a CD40" bunék.
MSC v kombinaci s CsA mély synergisticky vliv na snizeni mnozstvi CD69"
bunék.

e MSC vkombinaci simunosupresivy ovliviluji 1 makrofagy, zvySuji pocet
alternativné aktivovanych CD206" bungk.

e ZvysSena exprese povrchovych molekul MSC podporuje diferenciaci naivnich
CD4" bunék na Treg buiiky a naopak brani vyvoji Thl17 bunék. V kultuie
splenocytii byl pozorovan synergisticky efekt MSC a MMF na sniZeni populace
CD4 RORyt" bunék v disledku zvysené exprese PD-L1 a Cox-2 u MSC. Naopak
narist populace CD4 Foxp3" bunék po plisobeni MSC a CsA byl pravdépodobné
zpiisoben zvySenim exprese FasL u MSC.

e Nase vysledky ukazuji vhodnost terapeutického pouziti MSC v kombinaci
s obéma imunosupresivy, protoze dochazi kinhibici bun¢k zpisobujicich
nezadouci zanétlivé reakce a naopak aktivaci bunc€k regulacniho fenotypu.
Pisobeni MSC spolu s imunosupresivy umoznuje piesmyk imunitni odpovédi

na protizanétlivou.
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