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CILE PRACE

Teoreticka Cast
1. Vypracovani ptehledné literarni reserSe zamétené na imunomodulaéni vlastnosti
mezenchymalnich kmenovych bun¢k, jejich mechanismus plisobeni a vyuziti

Vv klinické praxi.

v r

Experimentalni ¢ast

1. Izolace a kultivace mezenchymalnich kmenovych bunék z kostni diené a tukové
tkane.

2. Stanoveni charakteristickych  povrchovych markeri  mezenchymalnich
kmenovych bunék pomoci pritokové cytometrie.

3. Ovéfeni imunomodulaénich vlastnosti mezenchymalnich kmenovych bunék

in vitro.



1 UVvoD

Mezenchymalni kmenové buiiky jsou multipotentni nehematopoetické kmenové buiiky,
které béhem embryonalniho vyvoje vznikly ze stiedniho zarode¢ného listu, mezodermu.
Diky schopnosti sebeobnovy a diferenciace mezenchymalnich kmenovych buné¢k na
terminalni buniky mezodermalni linie se specializovanou funkci se staly tyto kmenové
bunky stiedem pozornosti v bunééné terapii a regenerativni mediciné (Kassem et al.,
2004). Pro pouziti v terapii jsou mezenchymalni kmenové bunky izolovany z dospélych
tkdni mezodermalniho pavodu a nasledné kultivovany pro ziskani potiebného
terapeutického mnozstvi. Diky imunitni privilegovatelnosti mezenchymalnich
kmenovych bun¢k mohou byt injektovany do téla pacienta bez vétSich obav vzniku

imunitni reakce vedouci k odvrZeni téchto bunék (Le Blank et al., 2002).

Mechanismus uc¢inku terapie mezenchymalnimi kmenovymi bunkami nebyl
dosud zcela objasnén. Pro pochopeni terapeutického ucinku mezenchymalnich
kmenovych bunék se soucasné studie zamétuji predevsim na vyzkum imunomodula¢nich
vlastnosti téchto bunék (Dias et al., 2019; Shi et al., 2021). Mezenchymalni kmenové
bunky vykazuji schopnost modulovat imunitni reakce pomoci pfimé interakce mezi
imunitnimi bufikami, imunosupresivni a parakrinni aktivity, ktera spociva v produkci
mnoha desitek bioaktivnich latek, pfedev§im cytokinii, chemokint a rstovych faktord.
Prostfednictvim parakrinni interakce se Sirokou Skéalou bun¢k vrozené i ziskané imunity
se mohou mezenchymalni kmenové bunky aktivné zapojovat do imunitni odpovédi
organismu (Gao et al., 2016). Mezenchymalni kmenové bunky se skrze imunomodulaéni
a regeneracéni vlastnosti ve spojeni s vysokou schopnosti proliferace in vitro staly velice
nadéjnym nastrojem Vv 1é¢bé mnoha onemocnéni a defektd (Makhlough et al., 2018;
Wu et al., 2019).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Mezenchymalni kmenové buiiky

2.1.1 Charakteristické znaky

Mezenchymalni kmenové builky (mesenchymal stem cells, MSCs) jsou klasifikovany
jako multipotentni nehematopoetické stromalni kmenové bunky, které se vyznacuji
schopnosti sebeobnovy a diferenciace na termindlni buniky mezodermélni linie.
Morfologicky vykazuji MSCs podobnost vici fibroblastim, které maji protahly

vietenovity tvar s mnoha nepravidelnymi vybézky, viz obr. 1 (Kassem et al., 2004).

MSCs byly objeveny v roce 1968 Friedensteinovym vyzkumnym tymem V kostni
dfeni. Jelikoz od objeveni MSCs zacaly pii izolacich téchto bun€k vznikat pochybnosti
ohledné jednozna¢né identifikaci kmenové populace izolovanych buné€k, stanovila
Mezinarodni spolecnost pro bunécnou terapii (The International Society for Cellular
Therapy, ISCT) v roce 2006 tii kritéria kmenovosti pro ur¢eni lidskych MSCs (Dominici
et al., 2006):

1. MSCs musi byt schopny pfilnout k plastovému povrchu kultivaéni lahve za

standardnich kultivaénich podminek specifickych pro tyto kmenové buiky.

2. MSCs musi na svém povrchu nést markery CD105, CD73 a CD90, zéaroven
nesm¢ji nést markery typické pro hematopoetické bunky, coz jsou markery CD45,

CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 a HLA-DR.

3. MSCs musi mit schopnost diferenciace na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty

in vitro.

Vyse popsané CD markery ISCT charakterizuji pouze lidské MSCs, zastoupeni CD
markert u dalSich zivo¢iSnych druhti zmapoval Calloniho tym ve své studii z roku 2014.
Naptiklad psi MSCs jsou pozitivni pro markery CD29, CD44 a CD90 a negativni pro
markery CD34, CD45 a CD105 (Calloni et al., 2014).



A~ b
| NS
ok 3 4 S b \‘:’.‘.;t-
A\ \
AL PR y )
RS PAFZA AN\
AU ] 3 ?
Py \x\

R

£ 100 pim \Ei

Obr. 1: Mikroskopicky snimek nediferencovanych psich MSCs. Zvétseni 40x. Vpravo dole je
zobrazen detailni snimek protahlého vietenovitého tvaru MSCs. Zvétseni 100x.

MSCs nachazejici se v savéim organismu existuji V jedinecném mikroprostiedsi,
V tzv. nice, ktera ma na starost udrZeni idealnich viabilnich podminek a také zajistuje
ochranu téchto bun€k pfed nadmeérnou proliferaci, apoptotickymi a diferenciacnimi
signaly. Nepftitomnost prostiedi niky, at’ uz z diuvodu jejiho poskozeni nebo tGplného
zaniku, podnécuje MSCs k diferenciaci na bunky tkané, ve které se pravé nachazeji
(Slack, 2018).

MSCs se v organismu vyskytuji v dospélych tkanich mezodermalniho ptvodu, ze
kterych mohou byt izolovany, naptiklad v kostni dieni, tukové tkani, placenté, pupec¢niku,
synovialni membran¢ a dale naptiklad v zubni dieni (Pittenger et al., 1999; Aust et al.,
2004; in’t Anker et al., 2004; Seo et al., 2004; Fan et al., 2009). N¢které studie se
domnivaji, ze je hojny vyskyt MSCs v dospélych tkanich mezodermu uskute¢nén pomoci
pericytli, coZ jsou kontraktilni buiiky mezodermalniho plvodu s ¢etnymi vybézky
nachazejici se podél vné&jsich stén kapilar. Predpoklada se, ze jelikoz jsou tkané v téle
obklopeny siti kapilar, je prostfednictvim této kapilarni sit¢€ zajisténa transmigrace MSCs
z krve do tkani a z tkani do krve (Cheng et al., 2013; da Silva Meirelles et al., 2016;

Guimaraes-Camboa et al., 2017).



2.1.2 Migrace

MSCs vykazuji schopnost migrace z mikroprostiedi niky pies cévni sit’ do mista zanétu
nebo poskozené tkan€, kde se nasledné aktivné zapojuji do imunomodulaénich,
opravnych a regenera¢nich procesu (Li et al., 2011). V souc¢asné dobé neni mechanismus
cilené migrace MSCs zcela objasnén. Predpoklada se, Ze na cilené migraci MSCs se podili
fada chemokinovych receptort a receptori rustovych faktoria (Neuss et al., 2004; Sordi
et al., 2005; Forte et al., 2006; Ringe et al., 2007). Jako dalsi mozny ,,navadéci signal*
migrace MSCs se jevi zavislost riznych part sekretovaného cytokinu a bunécného
receptoru (Schmidt et al., 2005; Son et al., 2006). Krom¢ chemickych faktort se na cilené
migraci MSCs podili i faktory mechanické. Béhem migrace MSCs cévnim fecistém
postupné dochazi k tésnému ptilnuti MSCs ke sténam cév, kde jsou nasledné tyto bunky
pusobici na pfilnuté MSCs se fadi mechanické namahani a smykové napéti (Yuan et al.,

2012; Zhang et al., 2015).

2.1.3 Imunomodulaéni vlastnosti

MSCs jsou diky své rozmanitosti biologickych vlastnosti ve vysoké mife vyuzivany
V bunécné terapii a regenerativni medicing pro 1é¢bu mnoha onemocnéni a fady defekta.
Izolované a kultivované MSCs (alogenni ¢i autologni) mohou byt pfi terapeutickém
pouziti injektovany bud’ intravendzné, nebo pfimo do mista poskozeni ¢i zanétu. Bylo
zjisténo, ze MSCs se po transplantaci do organismu jevi jako imunitné privilegované.
Tato vlastnost MSCs je dana pritomnosti stfedni exprese molekul hlavniho
histokompatibilniho komplexu I (MHC) a nizké, nebo zadné, exprese molekul MHC I
a Fas ligandu. Uvedené vlastnosti zprostiedkovavaji MSCs moznost uniknout rozpoznani
imunitnim systémem, ktery by mohl iniciovat odstranéni transplantovanych MSCs

z organismu (Le Blank et al., 2002).

Imunomodulaéni schopnost MSCs spoc¢ivd v ovlivnéni imunitnich reakci
vedoucich jednak k imunostimulaci, a jednak k imunosupresi. Pfesny mechanismus
ucinku imunomodulace MSCs stale neni zndmy a v soucasné dob¢ je sttedem pozornosti
mnoha studii, které se zamétuji predev§im na vyzkum interakci MSCs s buiikami cilové
tkan¢ a na modulaci zanétu interakci MSCs s bunikami imunitniho systému (Marzban
et al., 2018; Wu et al., 2019; Shi et al., 2021). Diive bylo pfedpokladano, ze se MSCs
v misté poskozeni diferencuji na buniky poSkozené tkané, nové studie vSak ukazuji, ze

MSCs vykazuji spiSe imunomodulacni efekt pomoci imunosupresivni a parakrinni
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aktivity, ktera spociva v produkci celé Skaly bioaktivnich latek, zejména cytokint,
chemokint a ristovych faktort (Dias et al., 2019; Cao et al., 2020; Rodriguez-Fuentes
et al., 2021). Dal§im parakrinnim mechanismem, kterym mohou MSCs interagovat
s poSkozenymi nebo imunitnimi bunikami, je skrze extracelularni vezikuly (EV), zejména
exosomy. Exosomy odvozené od MSCs zprostfedkovavaji prostfednictvim transportu
proteind, lipid, nukleovych kyselin, mRNA a regulaéni mikroRNA intracelularni
signalizaci a mezibuné¢nou komunikaci (Gyorgy et al., 2015). Nutno ale podotknout, ze
byl zjistén odlisny terapeuticky potencial exosoma odvozenych od MSCs izolovanych
z ruznych tkani mezodermu. V tomto sméru bylo napiiklad ve studii Katsuda et al. (2013)
zamétené na léCbu Alheimerovy nemoci pomoci exoSomu odvozenych od MSCs
izolovanych zlidské tukové tkané poukazano, Ze injektované exosomy odvozené
od MSCs z lidské tukové tkané vykazuji ve srovnani s exosomy odvozenymi od MSCs
z kostni dfené az Ctyfnasobné vyssi koncentraci enzymu neprilysinu degradujiciho

B-amyloidni peptidy v mozKku.

MSCs vykazuji také schopnost zprostiedkovat svymi povrchovymi receptory
piimy kontakt s bunikami vrozené i ziskané imunity, ¢imz se aktivné mohou zapojovat do
modulace komplexnich imunitnich procest a reakci dysfunkéniho imunitniho systému
(Cahill et al., 2015; Wang et al., 2018). Ackoliv maji MSCs schopnost interagovat

s burikami imunitniho systému, nejsou povazovany za jeho soucast (Li et al., 2017).

2.1.3.1 Interakce MSCs s buiikami vrozené imunity

2.1.3.1.1. Dendritické bunky

Dendritické bunky (dendritic cells, DC) jsou podskupinou bilych krvinek vyznacujici se
schopnosti fagocytovat patogenni burniky a stimulovat aktivitu makrofagii. DC mohou
navodit zanétlivou reakci aktivaci T-lymfocyti uskute€nénou pomoci pifimého
mezibunééného kontaktu a produkce cytokini. Nedavné studie ukazaly, ze MSCs maji
schopnost inhibovat diferenciaci, zrani a aktivaci DC prostfednictvim sniZeni exprese
MHC II, CD1-a, CD40, CD80, CD83 a CD86 (Shahir et al., 2020). Podle n¢kterych studii
by mohly MSCs zprostiedkovat indukci DC do protizanétlivého fenotypu
prostfednictvim snizeni prozanétlivych faktort, napt. intrleukinu 6 (IL-6) nebo faktoru

vy

prostaglandinu E2 (PGE2) a faktoru stimulujici kolonie makrofagu (Jiang et al., 2020).



21312 Makrofagy

Makrofagy ptedstavuji heterogenni populaci myeloidnich bunék nespecifické imunity
schopné fagocytdzy, které vznikaji tkanovou pfeménou monocytt (Genin et al., 2015).
Ve tkanich po preméné monocytli na makrofagy nasledn¢ dochdzi prostfednictvim
cytokinl k polarizaci makrofag. Podle moznosti polarizace se rozd¢luji makrofagy na
dva zakladni typy, které se vyznacuji rozdilnou expresi povrchovych receptort a produkci
signalnich molekul, jako jsou napf. cytokiny a chemokiny. Podle zjednoduSené
klasifikace vznikaji klasicky aktivované makrofagy typu M1 (tzv. prozanétlivé)
Vv piitomnosti zanétlivych molekul, jako je naptiklad lipopolysacharid nebo cytokiny
pomocnych T-lymfocyti typu 1 (Thl), jako je napt. interferon gama (IFN-y).
M1 makrofagy se podileji na vzniku zanétu produkci prozanétlivych cytokint
(napft. IL-6, IL-12 nebo TNF-a), cytotoxickych latek (napi. oxid dusnaty) a chemokind
(napt. CXCL10) (Selleri et al., 2016; Funes et al., 2018). Naproti tomu alternativné
cytokiny, jako je naptiklad IL-4 (Munder et al., 1999). M2 makrofagy se vyznacuji tim,
ze produkuji nizké hladiny prozanétlivych cytokind a naproti tomu vysoké hladiny
imunosupresivnich cytokind, jako je napt. IL-10 nebo transformujici rustovy faktor f,
TGF-B (Gordon et al., 2010). Funkci magkrofagu typu 2 je indukovat proces hojeni
a regenerace poskozenych tkani skrze sekreci vaskularniho endotelidlniho ristového
faktoru (VEGF), epidermalniho rastového faktoru (EGF) a destickového rustového
faktoru (PDGF) (Wynn et al., 2016).

Jakym mechanismem mohou MSCs ovliviiovat fenotypovou transformaci
makrofagii neni pfesné znamo. Nekolik studii poukazuje na ovlivnéni polarizace
makrofagli MSCs prostfednictvim piimého mezibunééného kontaktu a sekretovanych
cytokind. IL-10 sekretovany MSCs je povazovan za jeden z hlavnich zprostiedkovatelt
transformace makrofagi na fenotyp M2. Mezi dalsi sekretované bioaktivni latky
podporujici M2 fenotypové transformaci patii naptiklad indoleamin 2,3-dioxygenasa
(IDO), PGE2 a TGF-p (Park et al., 2018; Liu et al., 2019).



2.1.3.13  NK buiiky
NK bunky se fadi do podskupiny bilych krvinek, které detekuji virové a bakterialni

buniky. NK bunky jsou schopny interagovat s MSCs pomoci piimého mezibunééného
kontaktu, sekretovanych cytokinti nebo exosomti (Moloudizargari et al., 2021). MSCs
maji schopnost navodit imunosupresi inhibici proliferace a aktivace NK bunck
prostiednictvim PGE2, IDO a TGF-B (Spaggiari et al., 2008). Chatterjee et al. si vSimli
ve své studii z roku 2014 zvysené exprese CD73 na povrchu NK bunék pii kokultivaci
s MSCs, zatimco v periferni krvi se u NK bunék vyskytuje pouze 1% zastoupeni markeru
CD73. Prostiednictvim zvysené exprese CD73 u NK bun¢k dochazelo v této studii
K parakrinni a autokrinni regulaci neovlivnénych NK bunék skrze pieménu

adenosinmonofosfatu na adenosin, ktery dokaze zprostiedkovat inhibici zanétlivé reakce.

2.1.3.2 Interakce MSCs s buiikami ziskané imunity

2.1.3.2.1  T-lymfocyty

T-lymfocyty jsou druhem bilych krvinek, které vznikaji v kostni dieni a dozravaji
v brzliku. Bylo zjisténo, ze cytokiny vylu¢ované MSCs mohou mit vliv na inhibici
T-lymfocytt a indukci regulacnich T-lymfocytt (Treg), které inhibuji imunitni odpovéd’
a zmirnuji zanétlivou reakci (Luz-Crawford et al., 2013). Bylo zjisténo, ze MSCs sekretuji
ve vysoké mife TGF-f, ktery je povazovan za hlavni imunosupresivni cytokin ovliviiujici
produkci Treg (Svobodova et al., 2012). PGE2 vylu¢ovany MSCs dokaze snizit
proliferaci T-lymfocytli a navodit jejich diferenciaci do Treg. Kromé& PGE2 hraje
dileZitou roli v imunosupresi zprosttedkované MSCs také IDO a hepatocytarni ristovy
faktor, HGF (Meisel et al., 2004; Aggarwal et al., 2005). Aktivované T-lymfocyty mohou
produkovat IFNy, ktery navazanim na inhibi¢ni povrchovou molekulu MSCs vyvola
imunosupresivni rekci (Sheng et al., 2008). Sato et al. ve své studii z roku 2016 poukazuji
na kritickou roli oxidu dusnatého vylu¢ovaného MSCs pii potlaceni proliferace
T-lymfocytd prostfednictvim inhibice prevodniku signalu a aktivatoru transkripce 5
(Stat5b).



2.1.3.2.2 B-lymfocyty

B-lymfocyty jsou podskupinou bilych krvinek vznikajici a zaroven dozravajici v kostni
dreni. Pfispivaji k aktivaci imunitni odpovédi skrze produkci protilatek a cytokini. MSCs
pii pfimém mezibunééném kontaktu s B-lymfocyty reguluji sekreci imunoglobulind,
apoptozu, proliferaci a chemotaxi B-lymfocytd a diferenciaci plazmatickych bunék
(Fan et al., 2016). MSCs maji schopnost imunosuprese regulaci proliferace a diferenciace
B-lymfocytii, na druhé strané inhibuji apoptézu B-lymfocyth a indukuji produkci
regulacnich B-lymfocyti (Bregs). Bregs jsou povazovany za hlavni zprostiedkovatele
imunosuprese u zanétlivych onemocnéni a u dysfunkci imunitniho systému hlavné
prostiednictvim sekrece IL-10, ale také IDO a TGF-p, které se vyznacuji protizanétlivymi
uc¢inky (Mauri et al., 2015; Nouél et al., 2015).

Imunomodulaéni efekt MSCs na vySe popsané builky imunitniho systému je

schematicky znazornén na obr. 2.
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Obr. 2: Imunomodula¢ni efekt MSCs na butiky imunitniho systému. Imunomodula¢ni efekt
MSCs zahrnuje potlaceni proliferace B-lymfocyti a T-lymfocytt, indukci a regulaci Treg,
inhibici NK bungk a inhibici maturace dendritickych buné€k a jejich aktivaci. Imunomodula¢ni
efekt MSCs je zprostiedkovan sekretovanymi bioaktivnimi latkami a kontaktem buiika — bunka.
Ptevzato a upraveno podle Gao et al., 2016.



2.1.3.3 Vyuziti imunomodulacnich vlastnosti MSCs v klinické

praxi

Zanétliva reakce je fyziologicky ochranny mechanismus vrozené imunity iniciujici
imunitni systém ke komplexni obranné reakci organismu proti vnéjSim i vnitinim
faktorim (Loza et al., 2007). Zanétliva odpovéd’ organismu je rozdélovana na akutni
a chronickou. Po akutni zanétlivé odpovédi nedochazi v idealnim piipadé Kk zadnym
trvalym nasledktim a poskozena tkan je kompletné zhojena. Chronicka zanétliva odpoved’
je patologickou reakci organismu, pii niz ¢asto dochazi k trvalému poskozeni tkang, ktera
je nedokonale nahrazovana nefunk¢ni vazivovou tkani. Za bunky fidici vznik zanétu jsou
povazovany makrofagy, které vylucuji prozanétlivé cytokiny spolu s dalsimi bioaktivnimi
latkami majici na starost vyvolani zmnozeni lymfocyti a stimulaci produkce slozek
humoralni imunity (Hoftejsi et al., 2013). MSCs vykazuji schopnost modulace nadmérné
zanétlivé a autoimunitni reakce snizenim hladin zanétlivych faktord, inhibici proliferace
bun¢k imunitniho systému a navracenim hladin imunoglobulinti do fyziologickych mezi
(Wang et al., 2019). Imunomodulaéni vlastnosti MSCs ve spojeni s proregenerativnimi,
antimikrobidlnimi a antiapoptotickymi vlastnostmi vykazuji obrovsky potencial pro
vyuziti téchto bunék v humanni i veterinarni mediciné (Akiyma et al., 2012; Parys et al.,
2016; Lacitignola et al., 2017). Diky vys$e zminénym vlastnostem MSCs ve spojeni
s vysokou schopnosti proliferace in vitro se staly tyto kmenové buriky stfedem pozornosti
v 1é¢bé mnoha onemocnéni, jako je naptiklad Crohnova nemoc, kardiovaskularni
a neurodegenerativni onemocnéni, Sjogrentiv syndrom, systémovy lupus erythematodes,
nemoc kiehkych kosti, dale pii poSkozeni bunék plic, ledvin, jater nebo michy
(Bang et al., 2005; Liang et al., 2010; Wang et al., 2014; Mendonga et al., 2014; Molendijk
etal., 2015; Suk et al., 2016; Liang et al., 2018; Makhlough et al., 2018; Liu et al., 2020;
Shi et al., 2021).

Jelikoz poskytuje bunécna terapie a regenerativni medicina zalozena na
transplantaci MSCs tak Siroké uplatnéni, bylo vybrano jedno terapeutické vyuziti téchto
bun¢k z fady transplanta¢nich komplikaci (reakce $tépu proti hostiteli), obnovy bunék
mezodermalni linie (osteoartritida), bunék endodermalni linie (diabetes mellitus 1. typu)

a obnovy bunék ektodermalni linie (roztrousena skler6za).



2.1.3.3.1 Reakce Stépu proti hostiteli

Reakce §tépu proti hostiteli (graft versus host disease, GVHD) je zdravotni komplikace,
ktera vznikéd po pfijeti geneticky odlisného (alogenniho) transplantatu tkédné€. Imunitni
systém piijemce vyhodnoti bunky od darce jako cizi a zplsobi jejich destrukci
(Hotejsi et al., 2013). GVHD se nejcastéji vyznacuje koznimi projevy, ale klinické projevy
jsou zna¢né variabilni a né¢kdy mohou vést az k umrti pacienta (Lee et al., 2003).
Soucasna terapeutické 1écba GvHD spociva pouze v podavani kortikosteroidu. Pii
podavani téchto latek, mnohdy ve vysokych davkach, ve vétsing piipadt dochazi k vzniku
dalsich nezadoucich komplikaci a v del$im ¢asovém horizontu muize vzniknout u pacienta

az absolutni rezistence na tuto 1é¢bu (MacMillan et al., 2002).

MSC:s predstavuji slibnou moznost 1écby GvHD, jelikoz MSCs postradaji expresi
antigeni MHC II, jako jsou HLA-DR, CD14, CD80 a CD89, ¢imz brani aktivaci
imunitniho systému a naslednému odvrzeni tkané. Ve studii Casiraghi et al. (2008)
poukazuji na my$im modelu s transplantovanym srdcem, Ze po podani MSCs do portalni
a ocasni zily doslo k indukci Tregs, prostfednictvim kterych byla zaznamenana inhibice
imunitni reakce na transplantovany organ. Na vhodnost 1écby akutni GVHD u mysi
poukazuje studie Fujii et al. (2018), ve které byly podany EV odvozené od MSCs
izolovanych z kostni dfené, které redukovaly klinické projevy akutni GVHD pomoci
indukce Tregs uskute¢néné pravdépodobné skrze transport mikroRNA. Na vhodnost
1é€by MSCs z kostni difen¢ na chronicky priitbéh GvHD u lidi poukazuje studie Boberg
et al. (2020), ktera zahrnovala 11 pacientti S GVHD (6 Zen a 5 muzill) ve vékovém rozmezi
21-61 let, z nichZ 2 v pribéhu klinické studie zemfieli kvlili chronickému priitbéhu GvHD,
u zbylych 6 pacienti bylo dosazeno po podani MSCs celkového zlepSeni stavu
hodnoceného podle piisnych kritérii Narodniho institutu zdravi. V soucasné dob¢ neni
mechanismus 1é¢by GvHD pomoci MSCs zcela objasnén a je potfeba rozsahlejSich

klinickych studii.
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2.1.3.3.2 Osteoartritida

Osteoartritida je zanétlivé a degenerativni onemocnéni kloubti. Typickym projevem
osteoartritidy je destrukce hyalinni kloubni chrupavky a poskozeni epifyzy projevujici se
Spicatymi kostnimi vyrustky tzv. osteofyty. Nastane-li ptipad, ze kloubni chrupavka neni
schopna plnit svou ochrannou funkci, dochazi ke tfeni epifyz, které se projevuje silnou
bolesti a oslabenim kloubnich vazii (Musumeci et al., 2015). Soucasnd Ilécba

osteoartritidy je zaloZena pouze na symptomatické 16¢b¢ (Zou et al., 2016).

Jako alternativni moznost 1é¢by osteoartritidy se jevi podavani exosomu
odvozenych od MSCs vzhledem k pozitivnim vysledkiim klinickych studii. Buné¢na
terapie zalozend na intraartikularnim podavani MSCs vykazuje schopnost snizit lokalni
zanét a iniciovat obnovu chondrocyti naptiklad prostfednictvim TGF-B vylu¢ovanému
MSCs (Velasco et al., 2011). Ve studii Zhang et al. (2020) bylo prokazano, Ze exosomy
odvozené od MSCs pomohly zmirnit projevy osteoartritidy u testovanych krys
prostiednictvim polarizace makrofagti z M1 na M2 in vitro. Wu et al. (2019) ukazali na
testovanych vzorcich chrupavéitych tkani od pacientd, ktefi prodélali totalni endoprotézu
kolenniho kloubu, Ze MSCs odvozené z infrapatelarniho tukového polsState v kombinaci
chitosanu s kyselinou hyaluronovou pomahaji snizit degradacni proces v kloubni

chrupavce a napomahaji obnovée chondrocyti.

2.1.3.3.3  Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1.typu (DM1T) je autoimunitni zanétlivé onemocnéni zprosttedkované
T-lymfocyty, které zpusobuji destrukci B-bunék Langerhansovych ostruvka slinivky
bfisni produkujicich inzulin. LéEba DMILT je provadéna skrze podavani inzulinu
(subkutanné nebo intravendzné), regulaci stravy a fyzické aktivity. Inzulinova terapie ale
skryva své nedostatky v metabolické kontrole inzulinu. Pfi podani exogenniho inzulinu
byly zaznamendny zavazné hypoglykemické stavy pacientli, nebot’ exogenné podavany
inzulin nedokaze presné napodobit fyziologickou sekreci inzulinu v téle (Pomahacova
a Kalvachova, 2013). U moznosti transplantace slinivky bfisni nebo samotnych B-bunék
Langerhansovych ostravku nastava komplikace s nedostatkem darci organti a moznymi
ptidruzenymi komplikacemi (napf. imunitni rejekce), které se poji s transplantacemi
(Adler et al., 2019). Z téchto divodu jsou naléhave hledany nové moznosti 1écby DM1T,

které by nezptisobovaly nahlé vychyleni hladiny inzulinu v Krvi.
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Jako nové feSeni 1écby DMIT se jevi bunécna terapie zalozend na podavani
MSCs. Studie Mesples at al. (2013) zamétfena na imunoterapii s pouzitim autolognich
MSCs poukazuje na mozny stimulaéni G¢inek pouzityjch MSCs na B-buiky
Langherharsovych ostritvkii u pacientli s nedavno diagnostikovanym DM1T. V této studii
byla stanovovana bezpecnost a U¢innost autologni transplantace MSCs izolovanych
z kostni diené u dvou pacient s diagnostikovanym DMI1T. Bylo ukazano, ze MSCs
injektované jaterni punkci pomohly snizit hladiny protilatek Langherharsovych ostravki,
dekarboxylasy kyseliny glutamové a inzulinovych protilatek U testovanych pacienta
s DM1T béhem 12 mésica. Ve studii Katuchova et al. (2015) bylo potvrzeno, ze po
injekénim podani MSCs do tkané pankreatu u diabetickych potkanid doslo ke zlepSeni
ptiznaki DMAIT diky snizeni hladiny glukosy v krvi. Imunohistochemicky profil
pankreatické tkan€ u diabeticky 1é¢enych krys pomoci MSCs je zobrazen na obr. 3.

? 7"A

m,h

Obr. 3: Imunohistochemicky snimek potkaniho pankreatu s anti-inzulinovou monoklonalni
protilatkou od — @) normalnich kontrolnich potkant, b) diabetickych potkand 1é¢enych MSCs
injektovanych do celého pankreatu a c) diabetickych kontrolnich potkani bez 1é¢by MSCs.
Pievzato od Katuchova et al., 2015.
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2.1.3.3.4 RoztrouSena skleroza

Roztrousena skleroza (RS) se ftadi mezi chronické autoimunitni zanétlivé
a neurodegenerativni onemocnéni centralniho nervového systému (CNS). Pri¢inou RS je
demyelinizace a ztrata neuroni zprostiedkovana T-lymfocyty. RS se projevuje
motorickym a smyslovym postizenim (Dutta et al., 2007). V soucasné dobé jsou
podavany pro 1é¢bu RS imunosupresiva, ktera snizuji zanétlivé reakce, nicméné namaji
schopnost indukovat regeneraci axond a napomoct remyelinizaci obalti nervovych vlaken
(Sung et al., 2017). Z tohoto diivodu jsou hledany nové terapeutické pristupy k 1é¢bé RS,

kde se jako slibna 1éCba jevi terapie pomoci transplantace MSCs.

Wang et al. (2014) poukazali na schopnost MSCs izolovanych z kostni dfené
podporovat regeneraci oligodendroglii, které obklopuji axony nervovych bunék v CNS.
Diky nové obnovenym oligodendrogliim doslo k produkci myelinu, a tim i obnoveni
myelinové pochvy. Marzban et al. (2018) se zabyvali studiem G¢inku MSCs z kostni
diené na modelu RS u mysi s kuprizonem navozenym chronickym poskozenim
myelinovych obaltt v mozku. Pfi intraperitonedlnim podanim MSCs z kostni diené
dospélym mySim samcim byla pozorovana sniZend zanétlivd odpovéd’ a také byl
zaznamenan pokles demyelinizace voblasti michy. U mysi, kterym byly
intraperitonealné¢ podany MSCs, bylo pozorovano zmenSeni demyelinizované oblasti
v corpus callosum, viz obr. 4. Nicméné ve studii Marzban et al. (2018) nebyla potvrzena
cilena migrace MSCs do corpus callosum spojena s procesem remyelinizace této ¢asti
mozku. Pozitivni vysledky bunétné terapie zprostfedkované MSCs byly doloZeny
I pomoci klinickych studii u pacienti s RS, kde bylo prokazano jednoznaéné zlepseni
regenerace CNS a sniZeni pfidruzenych neurologickych komplikaci vyskytujicich se
U pacientt s RS po terapeutickém podani MSCs (LIufriu et al., 2014; Petrou et al., 2020).
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Obr. 4: Histologické vySetfeni myelinu v corpus collasum. A) normalni stav, B) kuprizonem
indukovana demyelinizace, C) kuprizonem indukovana demyelinizace s fosfatovym pufrem,
D) indukovana remyelinizace MSCs z kostni dfené. Pfevzato od Marzban et al., 2018.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Bunécné linie
e MSCs: psi mezenchymalni kmenové bunky izolované z biologického materialu,
viz kapitola 3.1.2
e THP-1: lidska monocytarni bunééna linie (ACC 16, Homo sapiens, DSMZ,
Némecko)
e NHDF: normdalni lidské dermdlni fibroblasty (Normal Human Dermal

Fibroblasts) izolované z biologického materialu, viz kapitola 3.1.2

3.1.2 Biologicky material
Biologicky materidl pouzity v bakalafské praci pro ziskani bunécné linie MSCs
pfedstavovala tukova tkan a kostni die od psich darcti, které byly ziskany béhem rutinné

provedenych operacich na veterinarni klinice v Céslavi.

Bunécéna linie NHDF byla doptedu pfipravena izolaci z kiize o¢nich vi¢ek, nebo

z kiize usnich boltcti ziskanych pti kosmetickych operacich na klinice v Ustni nad Orlici.

3.1.3 Chemikalie
e Alpha-MEM (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Forbol 12-myristat 13-acetat (Sigma Aldrich, Ceska republika)
e Histopaque (Sigma Aldrich, Ceska republika)
e Human IL-6 Uncoated ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific, Rakousko)
e [zotypové kontroly
129: 1gG2b kappa krysa, PE (Thermo Fisher Scientific, USA)
144: 1gG2b kappa krysa, FITC (Thermo Fisher Scientific, USA)
145: 19G2a, mys, PA (Abcam, Velka Britanie)
190: 1gG2b kappa krysa, PE (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Kolagenasa (EC 3.4.24.3; Thermo Fisher Scientific, USA)
e Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA, Biosera, USA)
e Lipopolysacharid z Pseudomonas aeruginosa (Sigma Aldrich, Ceské republika)

e Penicilin — Streptomycin (Biosera, BioTech, USA)
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e Protilatky
CD29: TS2/16, PE (Thermo Fisher Scientific, USA)
CD44: IM7, FITC (Thermo Fisher Scientific, USA)
CD45: F10-89-4, PA (Bio-Rad, USA)
CD90: YKIX337.217, PE (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Trypsin (EC 3.4.21.4; Biosera, USA)
e Tween -20 (Sigma Aldrich, Ceska republika)

3.1.4 Roztoky

3141 Fosfatovy pufr
Pro piipravu fosfatového pufru (PBS) bylo do litrové nadoby navazeno 8 g NaCl, 0,2 g
KCI, 0,2 g KH2PO4, 2,85 g Na2HPO4 x 12 H20 a rozpusténo v 1 1 destilované vody.

3.14.2 Kultiva¢ni médium pro MSCs
Kultivaéni médium pro MSCs se skladalo z 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS), 1 %
Penicilin — Streptomycin a 89 % Alpha-MEM.

3.14.3 Kultiva¢ni médium pro THP-1
Kultiva¢ni médium pro THP- 1 bylo pfipraveno z 50 ml FBS, 3,25 ml D — glukosy, 5 ml
L — glutaminu, 5 ml pyruvatu sodného, 5 ml Penicilin — Streptomycin a 471,75 ml RPMI
média.
3.1.5 Pomiicky

e Bunééné sitko (BioTech, USA)

e Falkony (Schoeller Pharma Praha, Ceska republika)

e Kultivacni desticky 6jamkové (BioTech, USA)

e Kultivacni lahve (BioTech, USA)

e Laboratorni plast (Schoeller Pharma Praha, Cesk4 republika)

e Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

e Nerezové nastroje (Medplus, Ceska republika)

e Petriho misky (BioTech, USA)

16



3.1.6 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy (METTLER TOLEDO ME204, Ceska republika)
e CASY cell counter (Bioscience, Velka Britanie)

e Centrifuga (Prism™, Labnet international, USA)

e Centrifuga (Trigon Plus BR4i, Ceska republika)

« COginkubator (N-Biotek, Korejska republika)

« ELISA Multimode plate reader EnSight (PerkinElmer, USA)

e Inkubovana tfepacka (N-Biotek, Korejska republika)

e Inverzni mikroskop (NIKON, Japonsko)

e Laminarni box (Herasafe™, Thermo Fisher Scientific, USA)

e Orbitalni tfepatka (IKA Vortex 1, VERKON, Ceska republika)

e Pipetboy (BRAND® accu — jet®, Sigma Aldrich, Ceska republika)
e Pipety (Eppendorf, VERKON, Ceska republika)

e Promyvacka (405 LS, BioTek, USA)

e Prutokovy cytometr (NovoCyte, ACEA Biosciences, USA)

3.1.7 Pouzity software

e Ovladaci software pro prutokovy cytometr NovoExpress 1.3.0

e Ovladaci software pro kvantifikaci IL-6 Kaleido 2.0

3.2 Metody
3.2.1 Izolace MSCs
3.2.1.1 Izolace MSCs z kostni diené

Izolace MSCs probihala za aseptickych podminek v laminarnim boxu. Separace bun¢k
byla provedena na principu gradientové centrifugace, kdy byla kostni dient vrstvena na
Histopaque v poméru 1,5 : 1. Poté byl roztok centrifugovan 30 minut pfi 835 x g a pfi
laboratorni teploté. Nasledn¢ byl odebran prstenec mononukledrnich bunék do nové
centrifuga¢ni zkumavky, bylo ptidano 10 ml PBS a byla provedena 10minutova
centrifugace pii 371 % g a pii laboratorni teploté. Po centrifugaci izolovanych MSCs byl
slit supernatant, pelet bun¢k byl resuspendovan v 1 ml kultivacniho média pro MSCs
a prenesen do kultivacnich lahvi, do kterych bylo pfidano kultiva¢ni médium pro MSCs

do celkového objemu 10 ml.
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3.2.1.2 Izolace MSCs z tukové tkané

Tukova tkan o celkové hmotnosti 3 g byla promyta vroztoku PBS s2%
Penicilin-Streptomycin, rozm¢lnéna chirurgickymi nizkami na Petriho misce a pienesena
do centrifuga¢ni zkumavky, kde bylo piipraveno 10 ml roztoku kolagenasy (2 mg-ml™?)
v Alpha-MEM. Poté byla tukova tkan ponechana 60 minut pii 37 °C v inkubované
ttepacce. Nastépena stromalni vaskuldrni frakce (SVF) byla prefiltrovana pies bunécné
sitko do zkumavky a nasledné byl piidan Alpha-MEM pro zpomaleni §t€pné reakce. Poté
prob&hla Sminutova centrifugace pii 371 x g a pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci
izolovanych MSCs byl slit supernatant, pelet bunék SVF byl resuspendovan v 1 ml
kultivaéniho média pro MSCs a ptenesen do kultivaénich lahvi, do kterych bylo ptfidano

kultivaéni médium pro MSCs do celkového objemu 10 ml.

3.2.2 Kultivace MSCs

Izolované MSCs byly kultivovany v 6 kultivaénich lahvich o velikosti 75 cm?
Vv inkubatoru pti 37 °C, 5 % CO; a vlhkosti > 90 %. Po 24 hodinach kultivace byly
neadherujici builky spolu s médiem odstranény a ndsledné bylo k bunikdm, které byly
pfilnuty ke dnu kultiva¢ni lahve, pfidano Cerstvé kultivaéni médium pro MSCs, které bylo
pravidelné ménéno po 72 hodinach kultivace. Rlst MSCs byl pribézné kontrolovan pod
inverznim mikroskopem. Kdyz bylo pokryto vice nez 80 % plochy dna kultiva¢ni lahve
MSCs, viz obr. 5, tak bylo potieba provést pasaz. Nejdiive bylo slito kultiva¢ni médium
a nasledné byly MSCs v kultiva¢nich lahvich proplachnuty PBS. Do kazdé kultivaéni
lahve byly pfidany 3 ml trypsin / EDTA 1x, aby doslo k uvolnéni adherovanych MSCs
ode dna kultivaCnich lahvi. Kultiva¢éni lahve byly nasledné ponechdny 10 minut
v inkubatoru. Po uplynuti 10 minut byly kultiva¢ni lahve vyjmuty z inkubatoru
a kbuinkam bylo pfidano 10 ml PBS pro zastaveni trypsinizace. Byla provedena
10minutova centrifugace pii 371 x g a pti laboratorni teploté. Poté byl odlit supernatant
a pelet s buitkkami byl resuspendovan v 1ml kultivaéniho média pro MSCs. Pocet
a viabilita bun¢k byly stanoveny pomoci ptistroje CASY cell counter (viz kapitola 3.2.3).
Podle poctu MSCs byla bunécné suspenze rozdelena do tolika kultivacnich lahvi, aby
byla minimalni hustota po nasazeni 5000 bunék / cm?; tzn. 0,4 x 10° bunék / 1 kultivaéni
lahev o plose 75 cm?. Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi MSCs bylo potfeba provést

kultivaci ve 3 pasazich.
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Obr. 5: Konfluence psich MSCs pii 80 %. ZvétSeni 40x.

Buné¢éna suspenze pro nasledné experimenty byla pfipravena stejnym zpisobem,
jakym bylo provedeno pasdzovani MSCs, pouze s tim rozdilem, Ze na zavér byly buiky
resuspendovany v PBS namisto kultivaéniho média pro MSCs a ponechany ve

zkumavkach pro dalsi experimenty.

3.2.3 Stanoveni po¢tu a viability bunék

Pocet a viabilita MSCs byly stanoveny pomoci pfistroje CASY cell counter. Pocitadlo
bunck CASY je vyuzivano k pocitani bun€k zalozenému na bazi méteni velikosti ¢astic
a méfeni odporu bunééné suspenze vystavené slabému elektrickému napéti pti priichodu
méficim otvorem v kapilafe. Zivé buiiky maji neporusenou bunéénou membranu, ktera
poskytuje ochranu pied elektrickym proudem. Naopak cytoplazmaticka membrana
mrtvych bunék postrada ochrannou bariéru, elektricky proud projde az k jadru buiiky,

proto jsou mrtvé bunky detekovany jako mensi, viz obr. 6 [URL 1].
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Obr. 6: Stanoveni poctu a viability bunék pomoci piistroje CASY cell counter. Pfevzato
a upraveno podle [URL 1].

3.2.3.1 Postup stanoveni poctu a viability bunék

Do objemu 10 ml izotonického pufru CASY-ton v métici nadobé CASY-cup bylo
napipetovano 100 pl bunécéné suspenze MSCs. Pfistrojem CASY cell counter byla
stanovena viabilita bun¢k uvedena v procentech a pocet bunék v 1 ml pufru CASY-ton,
ktery byl pfepocitan na celkovy objem bunécné suspenze MSCs, ¢imz byl zjistén celkovy

pocet bunék.

3.2.4 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie (flow cytometry, FCM) je vyuzivana pro analyzu fyzikalnich
a chemickych parametrd bunck, nebo k identifikaci bunéénych typl uvnitt smiSené
populace béhem jejich prichodu laserovym paprskem. Umoznuje typizaci bunéénych
populaci vyuzitim reakce antigen-protilatka. Vizualizace této reakce je zajiSténa

oznacenim protilatky fluorescen¢nim barvivem (napi. FITC, PE, APC atd.).

Pratokovy cytometr je slozen ze 3 vzajemné propojenych ¢asti — fluidni, optické
a elektronické. Pomoci fluidniho systému je zajistén transport ¢astic ze suspenze bunék
pod tlakem do pratokové komory, kde dochdzi k jejich rozdéleni na jednotlivé bunky
a analyze pomoci monochromatického laseru. Po prichodu castice ozafené

monochromatickym laserem zaznamenavaji detektory dva typy rozptyld — ptimy rozptyl
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(forward scatter, FSC) a bo¢ni rozptyl (side scatter, SSC). FSC je pfimo tmérny velikosti
butiky a SSC odpovida vnitini struktuie (granularité) bunky (Sinkorova a Zarybnicka,
2008). Kromé parametri lomu a rozptylu svétla je také detektory méfena intenzita
fluorescence. Kviili pfirozené schopnosti fluorescence bunék, autofluorescenci, a jejiho
odliseni od fluorescen¢niho znaceni bunék se pouziva izotypova kontrola. Diky tomu je
mozné sledovat emisi fluorescencné znacenych protilatek vazanych k antigenu na

povrchu, nebo uvniti bunky.

3.2.4.1 Fenotypizace MSCs

MSCs byly resuspendovany v 0,5 ml PBS a nasledné¢ zhomogenizovany na orbitalni
tiepacce. Vzorky byly nasledné rozpipetovany po 100 pl do mikrozkumavek. K vzorkiim
bylo ptidano 5 pl pfislusné protilatky, nebo 5 pul izotypové kontroly znacené
fluorescen¢nim barvivem, v jedné mikrozkumavce byly ponechany jako kontrola MSCs
bez fluorescenéniho barviva. Vzorky byly mirné zhomogenizovany a inkubovany
30 minut v temnu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby inkubace byl k vzorkiim
pfidan 1 ml PBS na promyti nenavazanych protilatek, nebo fluorescencnich barviv,
a nasledné byly MSCs centrifugovany po dobu 5 minut pii 185 x g a pfi laboratorni
teploté. Poté byl odstranén pipetou veskery PBS. Pelety bunék na dnech mikrozkumavek
byly zhomogenizovany v 0,5 ml nové¢ pfidaného PBS, nasledné bylo odstiihnuto vicko

mikrozkumavek a vzorky byly pfipraveny do stojanku na méfeni.

3.2.5 Kokultivace MSCs s THP-1 bunéénou linii

THP-1 bunééna linie o celkové koncentraci 0,5 x 10° bunék / jamka byla diferencovéana
na makrofagy pfidanim 50 ng:ml? forbol 12-myristat 13-acetatu (PMA) do 3 ml
kultiva¢niho média pro MSCs, buiiky byly nésledné kultivovany 72 hodin v inkubatoru
pii 37 °C, 5 % CO2 a vilhkosti > 90 %. Poté bylo médium pro MSCs odstranéno
a nahrazeno za kultivaéni médium pro THP-1, kde byly burniky kultivovany 24 hodin
v inkubatoru (37 °C, 5 % CO., vlhkost > 90 %), nasledné byl experiment rozvrzen podle
tab. 1. Makrofagy byly aktivovany piidanim lipopolysacharidu z Pseudomonas
aeruginosa (LPS) pouze v nékterych jamkach. Dale byly do vybranych jamek pfidany
MSCs v poméru 1 : 1, nebo v poméru 1 : 2. Do samostatné jamky byly pfidany 3 ml
kondiciovaného média (KM) piipraveného kultivovanim 0,5 x 10° MSCs ve 3 ml
kultivacniho média pro THP-1, kdy po 24 hodinach kultivace v inkubatoru (37 °C, 5 %
COg, vlhkost > 90 %) byly MSCs z kultivatniho média odstranény centrifugaci

(10 minut, 371 x g, laboratorni teplota), ¢imz bylo ziskano KM s obsahem sekretovanych
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bioaktivnich latek od MSCs. Jako negativni kontrola byly pouzity diferencované
neaktivované bunky THP-1. Jako pozitivni kontrola byly pouzity diferencované
aktivované¢ bunky THP-1. VSechny varianty byly napipetovany do 6jamkovych
kultiva¢nich desti¢ek a byly kultivovany po v inkubatoru po dobu 24, 48 a 72 hodin pfi
37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti > 90 %. Po uplynuti doby kultivace bylo vzdy odebrano
z jamek kultiva¢nich desticek za aseptickych podminek v laminarnim boxu 500 pl
kultivaéniho média do mikrozkumavek. Kultivaéni médium bylo centrifugovano 5 minut
pii 371 % g a pii laboratorni teploté kviili odstranéni vSech bun€k z kultivaéniho média.
Timto zpusobem byly pfipraveny vzorky pro nasledné stanoveni hladiny IL-6

imunochemickou technikou ELISA.

Pro ovéfeni validity vysledka byl experiment opakovan po dobu 24 a 48 hodin
kultivace a zaroven rozsifen. Aby bylo ovéfeno, Ze pozorovany efekt je zptsoben
imunomodula¢nimi vlastnostmi specifickymi pro MSCs, byl experiment rozsifen
o kokultivaci diferencovanych aktivovanych bun¢k THP-1 s buitkami NHDF v poméru
1:1, viz tab. 2. Dale bylo porovnavano, zda MSCs izolované z tukové tkané a z kostni

dien¢ budou mit rozdilny vliv na modulaci hladiny IL-6.

Tab. 1: Rozvrzeni kokultivace MSCs a KM z tukové tkané s THP-1 bunéénou linii

Jamka na THP-1 MSCs LPS
desti¢ce (0,5 x 10°) Z tukové (10 pg-ml?t)
tkané / KM
1 + - -
2 + - +
3 + KM +
4 + 1:1 +
S + 1:2 +
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Tab. 2: Rozvrzeni kokultivace NHDF s THP-1, MSCs z tukové tkané / kostni diené s THP-1

aKM s THP-1
Jamka THP-1 NHDF MSCs z kostni LPS

na (0,5x%10°% (0,5x10%  d¥ené/tukové (10 ug-ml?)
desti¢ce tkané / KM

1 + - - -

2 + - - +

3 + - KM +

4 + - 1:1 +

5 + - 1:2 +

6 + + +

3.2.6 Sendvicova ELISA

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je imunochemicka technika, ktera je
vyuzivana Ke kvantitativnimu stanoveni antigent.. Principem sendvicové ELISY je
specificka interakce antigenu se dvéma protilatkami. Prvni protilatka, ktera je navazana
na sténach mikrotitracni desticky, kde nésledné nekompetitivné reaguje se
stanovovanym antigenem do té doby, nez se v roztoku ustanovi rovnovaha. Poté se
nenavazané slozky odmyji a ptidéa se druha protilatka s kovalentn€ navdzanym enzymem.
Po nasledné inkubaci a promyti jamek se reakce vizualizuje pfidanim chromogenniho
substratu, ktery je St€pen enzymem kovalentné navdzanym na druhou protilatku.
Poslednim krokem je zastaveni reakce a fotometrické méteni vzniklé barevné reakce

(Bartinkova et al., 2011)

3.2.6.1 Stanoveni hladiny IL-6 pomoci sendvi¢ové ELISY

Den pied métenim hladiny IL-6 byl natedén do 9 ml destilované vody blokovaci pufr 10x
(1 ml) a nasledné byla piidana zachytna protilatka proti lidskému IL-6 250X (40 pl). Poté
bylo naneseno do 96jamkové mikrotitracni desti¢ky 100 pl pfipraveného roztoku / jamka.

Mikrotitra¢ni desticka byla inkubovana pies noc Vv lednici pti 4 °C.

Nasledujici den byla mikrotitracni desticka 1x promyta PBS s piidavkem 0,05%
Tween -20 pomoci promyvacky. Po promyti mikrotitracni desticky byl zasobni fedici
roztok 5x nafedén v demineralizované vodé a byla provedena blokace nanesenim 200 pl
fediciho roztoku / jamka. Mikrotitracni desticka byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti doby inkubace fediciho roztoku byla mikrotitratni desticka 1X
promyta. Byl pfipraven standard a koncentracni fada s fedicim faktorem 2. Poté bylo

naneseno v duplikatu 100 pl fediciho roztoku slouZiciho jako blank, standardu, vzorkt
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z koncentracni fady a odebranych vzorkd (viz kapitoly 3.2.5 a 3.2.6). Mikrotitra¢ni
desticka byla inkubovéna 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby inkubace
byla mikrotitra¢ni desti¢ka 1x promyta. Poté byla 250x zfedéna detekéni protilatka proti
lidskému IL-6 s nekovalentné navazanym biotinem (10 ml fediciho roztoku a 40 pul
detekéni protilatky) a nasledné bylo naneseno 100 pl ziedéné detekéni protilatky / jamka.
Mikrotitracni desticka byla inkubovéna 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby
inkubace detek¢ni protilatky byla mikrotitraéni desticka 1x promyta. Byla pfichystana
250x fedéna Streptavidin-kienova peroxidasa (EC 1.11.1.7, Streptavidin-horseradish
peroxidase, Streptavidin-HRP, 10 ml fediciho roztoku a 40 pl Steptavidin-HRP)
anasledné bylo pfidano 100 pl natedéné Steptavidin-HRP / jamka. Mikrotitra¢ni desticka
byla inkubovana 30 minut pfi laboratorni teploté. Mikrotitracni desticka byla poté 1x
promyta. Nasledn¢ bylo naneseno do kazdé jamky 100 pl substratu tetrametylbenzidinu,
ktery se nechal 3 az 5 minut inkubovat ve tmé& do charakteristického modrého zbarveni.
Jakmile se objevilo modré zabarveni na dné jamek, bylo pfidano 50 ul zastavovaciho
roztoku (H2SOs, 1 mol-1t) / jamka. V poslednim kroku byla zmé&fena absorbance pii

450 nm pomoci Multimode plate reader EnSight.
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4
4.1

VYSLEDKY

Identifikace psich MSCs povrchovymi markery

Kmenové bunky izolované z biologického

kmenovosti pro psi MSCs. Pro markery CD29, CD44, CD90 byly psi MSCs pozitivni

a pro marker CD45 negativni, viz obr. 7.
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Obr. 7: Fenotypizace psich MSCs pomoci priitokové cytometrie. Cervené oznadeny histogram
predstavuje stanovovany CD marker MSCs (A-D), zelen¢ je oznacena negativni Kontrola
obsahujici MSCs bez fluorescencniho barviva a modfe je oznacena izotypova kontrola. Oznaceni
M2-1 vyjadfuje procentualni zastoupeni bunééné populace negativni pro stanovovany marker
(A-D) a M2-2 vyjadfuje procentudlni zastoupeni bunéné populace pozitivni pro stanovovany
marker (A-D).
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4.2  Stanoveni hladiny prozanétlivého cytokinu IL-6

Hladina IL-6 byla v provedenych experimentech posuzovana vzhledem k pozitivni
kontrole (,,Ctrl+*), k diferencovanym aktivovanym bunkam THP-1. Aktivaci bun¢k
THP-1 na makrofagy pomoci LPS doslo kindukci hladiny IL-6. Hladina IL-6
u aktivovanych makrofagi byla v prvni sérii experimentti snizena MSCs izolovanymi
z tukové tkang, a to ve vSech sledovanych casech kultivace (24, 48, 72 h), viz obr. 8.
Pokles hladiny IL-6 vykazuje pfimou tmérnost na pouzitém mnozstvi MSCs, kdy vV ramci
kokultivace THP-1 a MSCs v poméru 1 : 2 byl zaznamenan vyssi vliv MSCs na snizeni
hladiny IL-6, nez pfi kokultivaci v poméru 1 : 1. Tento trend bylo mozné pozorovat ve
vSech sledovanych ¢asech kultivace. Vliv bioaktivnich latek KM na pokles hladiny IL-6
bylo mozné pozorovat az po 48 a 72 hodinach kultivace. Validitu naméfenych vysledki
potvrdila negativni kontrola — u neaktivovanych diferencovanych bunék THP-1 nebyl
detekovan IL-6.

Ve druhé sérii experimenti byl porovnavan vliv MSCs izolovanych z tukové
tkan¢ a kostni diené. Po 24 a 48 hodinach kultivace bylo pozorovano snizeni hladiny
IL-6 MSCs izolovanych z obou tkani, viz obr. 9. Obdobné¢ jako u prvni série experimenti
byl pokles hladiny IL-6 pfimo tmérmny pouzitému mnozstvi MSCs izolovanych z tukové
tkané i z kostni diené. Oproti prvni sérii experimentd se projevil vliv bioaktivnich latek
KM z kultivace MSCs izolovanych z kostni dfené na snizeni hladiny IL-6 u vsSech
sledovanych ¢asu kultivace (24 a 48 h). KM z kultivace MSCs izolovanych z tukové tkané
nebylo mozné vyhodnotit z divodu kontaminace média pro THP-1 v jamkach kultiva¢ni
desticky. Jako pozitivni kontrola byly pouZity jako v prvni sérii experimentl
diferencované aktivované buiiky THP-1. Pro ovéfeni imunomodulacnich vlastnosti
MSCs byla pouzita kontrola s buiikami NHDF, u kterych nebyl pfedpokladan zadny

imunomodulaéni efekt.
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Obr. 8: Porovnani hladiny IL-6 pii kokultivaci MSCs s THP-1 a KM s THP-1 v ¢asech 24, 48
a 72 hodin kokultivace. Ctrl- = negativni kontrola; Ctrl+ = pozitivni kontrola.
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Obr. 9: Porovnani hladiny IL-6 pti kokultivaci NHDF s THP-1, MSCs z tukové tkan¢ / kostni
dien¢ s THP-1 a KM s THP-1 v ¢asech 24 a 48 hodin kokultivace. Ctrl NHDF = kontrola
s bunnkami NHDF, Ctrl+ = pozitivni kontrola.
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3) DISKUSE

V provedenych experimentech této bakalaiské prace byly ovéfovany imunomodulacni
vlastnosti MSCs in vitro sledovanim modulace hladiny prozanétlivého cytokinu IL-6
témito bunkami. Pro kokultivaci s MSCs byly pouzity buniky THP-1 bunééné linie, ktera
probihajicich v téle (Park et al., 2007). Pii kokultivaci MSCs s aktivovanymi makrofagy
pomoci LPS doslo v provedenych experimentech této bakalaiské prace ke sniZeni hladiny
IL-6 MSCs. Timto vysledkem bylo prokdzano, ze MSCs vykazuji i v tomto zakladnim
bunééném modelu schopnost modulace imunitni odpovédi. Predpoklada se, Ze schopnost
imunomodulace MSCs je zprostiedkovana piedev§im pomoci piimého kontaktu
s makrofagy a parakrinni aktivity (Wang et al., 2018; Cao et al., 2020). Kompatibilitu
s namétenymi vysledky V této bakalarské praci potvrzuje fada studii, které se zabyvaly
pozorovanim vlivu MSCs na modulaci hladiny IL-6 (Nemét et al., 2009; Maggini et al.,
2010; Svobodova et al., 2012). Na druhé strané ve studii Kim a Hematti (2009) doslo
k zaznamenani zvySené hladiny IL-6 pfi kokultivaci aktivovanych makrofagti s MSCs.
Ke zvyseni hladiny IL-6 mohlo v této studii dojit kvtili pouziti metodiky intracelularniho
barveni, ktera predstavuje vyhodu oproti stanoveni hladin cytokinii imunochemickou
technikou ELISA, nebot’ ma tato metodika schopnost zaznamenat i hladiny cytokini
sekretované samotnymi MSCs. Ve studii Pig et al. (2018) provedené in vivo na konském
modelu doslo rovnéz po injekénim podani alogennich, autolognich a xenogennich MSCs
k vzestupu hladiny IL-6 u vsech testovanych variant MSCs. V této studii byla méfena
hladina IL-6 pouze prostiednictvim imunochemické techniky ELISA, zvyseni hladiny

IL-6 mohlo byt zptisobeno jednak MSCs, a jednak imunokompetentnimi bunikami.

Ruzné vysledky vlivu KM na snizZeni hladiny IL-6 v provedenych experimentech
této bakalafské prace mohly byt zpisobeny nizkym obsahem bioaktivnich latek, které
byly ziskany pouze 24hodinovou kultivaci MSCs. Pro jednoznacné prokazani
imunomodulace MSCs prostiednictvim sekretovanych bioaktivnich latek by bylo potieba
provést dalsi experimenty, kde by bylo sledovano KM jednak z rtzného mnozstvi
kultivovanych MSCs, a jednak z riiznych ¢ast kultivace. Ac¢koliv naméfenymi vysledky
této bakalarské prace nebyly pfimo prokazédny imunomodulaéni vlastnosti MSCs skrze
KM, mnoho studii dokladd schopnost imunomodulace MSCs pravé prostfednictvim
sekretovanych bioaktivnich latek (Takahashi et al., 2006; Yao et al., 2015; Jiang et al.,

2017). Na imunomodula¢ni a regeneracni efekt KM v bezbunécéné terapii poukazala
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studie Linero et al. (2014), ktera potvrdila srovnatelné ucinky KM a samotnych MSCs pfi

regeneraci chirurgicky vytvotrenych defekt v krali¢ich ¢elistech.

Ve druhé sérii experimentti byl porovnavan vliv MSCs izolovanych ze dvou
ruznych tkani od psich darci, kostni diené a tukové tkan€, na snizeni hladiny IL-6. Jelikoz
je odbér kostni dfené fazen mezi invazivni zakroky a procentualni zastoupeni MSCs je
Vv kostni dfeni velmi nizké (0,001 — 0,01 %), bylo potieba hledat jiné alternativnéjsi zdroje
pro izolaci MSCs (Pittenger et al., 1999). Tukova tkan se jevi jako slibna alternativa
kostni diené pro studium imunomodulaénich vlastnosti MSCs, protoze odbér tukové
tkan¢ je provadén pii rutinné provadénych operacich a navic také predstavuje méné
invazivni zakrok pro pacienta. V ramci provedenych experimenti této bakalaiské prace
nebyl zaznamenan rozdil mezi MSCs izolovanych z kostni dfené¢ a tukové tkané
v modulaci hladiny IL-6. Tento vysledek naznacuje, ze by mohly MSCs izolované
z tukové tkané¢ vykazovat srovnatelny imunomodulacni U¢inek na snizeni hladin
prozanétlivych cytokini jako MSCs izolované z kostni dfené. Na druhé strané studie
Bortolotti et al. (2015) poukazuje na rozdilny terapeuticky vliv MSCs izolovanych
z kostni dien¢ a MSCs izolovanych z tukové tkané v 1é€be€ ischemie koncetiny u mysi.
V této studii byly 1épe vyhodnoceny MSCs izolované z kostni diené, které vykazovaly
mnohem prikaznéjsi terapeutické UCinky v podpofeni tvorby novych arteriol

Vv koncetinach mysich modela ve srovnani s MSCs izolovanych z tukové tkang.
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6 ZAVER

MSCs se diky svym imunomodulaénim a regenera¢nim vlastnostem staly nadéjnym
terapeutickym nastrojem Vv 1é¢b& mnoha onemocnéni a v obnové poskozenych tkani.
V teoretické ¢asti bakalarské prace byly shrnuty poznatky tykajici se imunomodula¢nich
vlastnosti MSCs. Byl kladen dtraz pfedev§im na interakci MSCs s butikami imunitniho

systému a na parakrinni a imunosupresivni aktivitu téchto bunék.

V experimentalni ¢asti bakaldiské prace byly nejdiive izolovany MSCs
z biologického materialu od psich darct a nasledné kultivovany. U kultivovanych MSCs
byly hodnoceny charakteristické povrchové markery pro psy pomoci pritokové
cytometrie, ¢imz bylo ovéfeno, ze izolaci z biologického materialu byly skute¢né ziskany
psi MSCs. Poté byly u MSCs ovéfeny imunomodula¢ni vlastnosti in vitro stanovenim
hladiny prozanétlivého cytokinu IL-6 imunochemickou technikou sendvicové ELISY
s detekci pomoci systému Streptavidin-biotin. U kokultivace bunék NHDF s THP-1
bunécnou linii nebylo zaznamenano snizeni hladiny IL-6 v médiu. Timto vysledkem byla
potvrzena modulace IL-6 MSCs, a tim i imunomodulac¢ni vlastnosti téchto bunék.
Vysledky z provedenych experimentl V této bakalaiské praci poukazuji na potencidlni
vhodnost pouziti MSCs v klinické praxi. Je nutné podotknout, ze ackoliv byla
experimenty in vitro v této bakalafské praci a v fadé studii prokazana terapeuticka
vhodnost vyuziti MSCs v klinické praxi, je stale potfeba provést rozsahlé studie in vivo

k potvrzeni vhodnosti pouZiti MSCs v rozsahlém terapeutickém méfitku.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APC
CD
DC
DM1T
EDTA
EGF
ELISA
EV
FBS
FCM
FITC
FSC
GvHD
HGF
HRP
IDO
IFN

IL
ISCT

KM
LPS
MHC
MSCs
NHDF

NK
PBS
PDGF
PE
PGE
PMA

allofykocyanin

cluster of differentiation

dendriticka bunka (dentritic cell)

diabetes mellitus 1. typu

ethylendiaminotetraoctova kyselina

epidermalni rastovy faktor

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
extracelularni vezikula

fetalni bovinni sérum

pratokova cytometrie

fluorescein isothiokyanat

primy rozptyl (forward scatter)

reakce Sté€pu proti hostiteli (graft versus host disease)
hepatocytarni ristovy faktor

kfenova peroxidasa (horseradish peroxidase)
indoleamin-2, 3 — dioxygenasa

interferon

interleukin

Mezinarodni spole¢nost pro bunécnou terapii (The International
Society for Cellular Therapy)

kondiciované médium

lipopolysacharid

hlavni histokompatibilni komplex

mezenchymalni kmenové buiiky (mesenchymal stem cells)
normalni lidské derméalni fibroblasty (Normal Human Dermal
Fibroblasts)

natural killers

fosfatovy pufr

destickovy ristovy faktor

phycoerythrin

prostaglandin

forbol 12-myristat 13-acetat (phorbol 12-myristate 13-acetate)
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RS roztrousend skleroza

SSC bocni rozptyl (side scatter)

Stat5 pievodnik signalu a aktivator transkripce 5
SVF stromdlni vaskularni frakce

TGF transformujici ristovy faktor

Th pomocny T — lymfocyt

TNF faktor nadorové nekrozy

Treg regulaéni T-lymfocyt

VEGF vaskularni endotelialni ristovy faktor
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