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UvVOD

Bakalarska prace s ndzvem "Vliv mesenchymalnich kmenovych bun¢k na hodnoty
lymfocytarniho proliferacniho testu" se zabyva problematikou vyuziti mesenchymalnich
kmenovych bun¢k v moderni medicing.

Toto téma bylo vybrano kvuli jeho aktualnosti v souc¢asné dob¢. Kolem kmenovych
bunék a jejich vyuziti se dnes vedou velké debaty. Jejich pozitivni €inky 1 jejich vSestrannost
byly jiz v mnoha smérech prokazany, ale ptesto jesté nebyl pln€ vyuzit jejich potencidl, stejné
jako se o jejich moznostech malo mluvi v §iroké vetejnosti.

Hlavnim cilem této prace je dokazat vyhody a ucinnost jejich vyuZiti v imunologii,
ato jako prostredkii pro imunomodula¢ni 1€¢bu pacientli po transplantacich, kterd by byla
ucinna a zaroven Setrna k organismu pacienta.

Teoretickd ¢ast prace shrnuje informace o mesenchymalnich kmenovych buikéach
a T lymfocytech, jejich charakterizaci, imunofenotypu a diferenciaci. Dale se zaobird jejich
vzajemnou interakci a principem imunosupresivnich vlastnosti mesenchymalnich kmenovych
bunék, pti¢emz nastiiiuje i zdkladni informace o bunééném cyklu.

V praktické c¢asti je uvedena metodika vyzkumu jako izolace kmenovych bunék
a lymfocytii, hlavni ¢asti je test blastické transformace, jeho princip 1 postup a nakonec
analyza ziskanych vysledki.

V diskuzi je pak rozebrana problematika z praktického hlediska. Jsou zde popsany
moznosti praktického terapeutického vyuziti mesenchymalnich kmenovych bunék véetné jeho

vyhod i nevyhod.
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TEORETICKA CAST

1 MESENCHYMALNI KMENOVE BUNKY

1.1 Charakteristika

Mesenchymalni kmenové bunky (MSC) jsou multipotentni nehematopoetické
prekurzory bunék, jez jsou ziskdvany z kostni dienég, tukové tkané, ¢i pupecnikové krve. Dale
se diferencuji na specializované bunky riznych tkani. Poprvé byly objeveny
A.J. Friedensteinem a jeho kolegy, ktefi MSC popsali jako nehematopoetickou buiiku
nachazejici se v kostni dfeni rozdilnych zivociSnych druhd, ktera dokaze in vitro tvofit
vazivovou tkan. Bunky byly pojmenovany CFU-Fs (fibroblasticcolony-formingunites)
a pozdéji bylo zjisténo, ze se neméni pouze na bunky vazivové, ale dokazou se diferencovat
napiiklad 1 na buiiky kostni, tukové ¢i chrupavkové tkané. Poté, co byla objevena
prekurzorova buitka hematopoetického systému, byla mesenchymalnim kmenovym bunkam
piif¢ena funkce prekurzoru nehematopoetickych bun€k, coz ovlivnilo predevSim chéapani
vzniku pojivovych tkani. MSC se staly takovym fenoménem piredevsim diky jejich schopnosti
rust a vyvijet se jak v umélych podminkach, tak pti implantaci do zivého organismu. V oblasti
tkadnového inZenyrstvi a vyvoje biomateridlii se ptedpovida t€émto kmenovym buitkam slibna
budoucnost. Hlavni cil je v soucasnosti zalozen na mySlence programovatelnosti téchto

bungk, aby byly schopné znovuobnovovat poskozené tkané piimo in vivo. we

1.2 Diferenciace

Mesenchymalni kmenové buiiky se diferencuji ve specializované bunétné typy
ruznych tkani.

V prvni fad€ to jsou osteoblasty, totiZ metabolicky aktivni buiky organické kostni
tkané. Dale to jsou chondrocyty, buniky tvofici chrupavku, tenocyty, butiky tvotici vazivovou
tkan, adipocyty neboli buniky tukové tkané¢ a také myocyty a kardiomyocyty - buniky kosterni

a srde¢ni svaloviny. @ @ ¢)
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1.3 Imunofenotyp a povrchové znaky

Mesenchymalni kmenové bunky jako takové nelze charakterizovat jakymkoliv
specifickym markerem. Chybi i klasické hematopoetické antigeny (jako jsou CDI14, CD19,
CD34, CD45 atd.). Na svém povrchu ale nesou molekuly CD73, CD90, CD105 a mnohé
dals$i, coz je dano zdrojem bun€k a podminkami jejich kultivace. Jejich exprese HLA 1. ttidy
je velmi nizka, stejné tak exprese kostimula¢nich molekul CD80, CD86 a CD40. Z toho
vyplyva, ze mesenchymalni kmenové buiiky nevyvolavaji u lymfocytl témét Zadnou imunitni
odpoveéd, tudiz je mizeme transplantovat piijemci, aniz bychom museli brat v ivahu shodu

hlavniho histokompatibilniho systému. )

1.4 Reakce s imunocyty

Mesenchymalni kmenové bunky reaguji s bunkami jak vrozené, tak ziskané imunity
tak, Zze dokazou ovliviiovat a zasahovat do nékterych funkci imunitniho systému. MSC tak
muzou navodit siln€j$i protizanétlivou reakci, nebo naopak tolerantnéj$i imunitni prostredi.
Tento jev je zpiisoben zménou cytokinového profilu, ktery exprimuji bunky jako aktivované
Thl lymfocyty, NK &i dendritické buiiky.

U Thl lymfocytth dokdzou MSC snizit produkei IFN-y, u lymfocytt Th2 zvySuji miru
sekrece IL-4. V pritomnosti MSC zvySuji nezralé dendritické buriky a regula¢ni T lymfocyty
expresi IL-10, oproti tomu vyzralé dendritické buriky snizuji sekreci TNF-a a IL-12.

Dilezitou vlastnosti mesenchymalnich kmenovych bunck je jejich schopnost tlumit
proliferaci T lymfocytil, a to zastavenim jejich buné€ného cyklu v GO/G1 fézi. Klicovou
latkou v tomto dé&ji je enzym indoleamine 2,3- dioxygenasa (IDO). Ta dokaze katalyzovat
pfeménu tryptofanu na kynurenin a sniZzuje tak proliferaci T lymfocytii pomoci deplece
tryptofanu a kumulace jeho toxickych metabolitt. MSC také produkuji enzym
cyklooxygenazu (COX) a ovliviiuji imunitni funkce T lymfocyti sekreci prostaglandinu E2,
ktery vyvolava diferenciaci na regulacni T lymfocyty. )

Za plsobeni mesenchymdalnich kmenovych bunék je tedy vyznamné sniZena jak
proliferace lymfocyti antigenné specificka, tak proliferace nespecifickd mitogenné
indukovana. Kromé snizeni proliferace dochazi ke stimulaci regulacnich T lymfocytt. Tato
vlastnost MSC neni selektivni a tykd se proto kompletné vSech T bunck, od nativnich

T lymfocytl po pamétové buiiky a stejné tak CD4 a CD8 pozitivnich populaci. Zajimavé
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také je, ze tento jev mohou vyvolavat jak kmenové bunky alogenni, tak autologni, a mira
ucinku zavisi ptredevsim na mnozstvi implantovanych bunék.

Téchto faktd je v praxi vyuzivano piedevsim tam, kde je tfeba ovlivnit imunitni
systém a zajistit tolerantni az protizanétlivé prostiedi. MSC jsou tudiz podavany jako
imunosupresiva u fady onemocnéni a pouzivany pro posttransplantacni 1é¢bu. Jako ptiklad
se nabizi problematika GVHD (chronicka reakce Stépu proti hostiteli) po transplantaci kostni

v . , . .. oy v (4
drfen¢, nebo cokoliv, kde hrozi auto ¢i aloreaktivni imunitni odpovéd'. @

2 T-LYMFOCYTY

2.1 Charakteristika

T lymfocyty jsou hlavni bunéénou slozkou antigenné specifickych mechanismi
imunitniho systému. Jejich hlavni funkci je rozpoznat komplex MHC gp - antigenni peptid
zpracovany a piedkladany antigen prezentujicimi builkami. Takové antigeny rozpoznavaji
pomoci TCR - antigenné specifickych receptora - na svém povrchu. Pokud jsou T lymfocyty
takto stimulovany, zacinaji se diferencovat na buiiky efektorové a buniky pamétové. Tak se
mohou angazovat v obrannych imunitnich reakcich, naptiklad proti nadorovym bunkam

& buiikim napadenym virem, ® © ()

2.2 Diferenciace

Lymfocyty patfi mezi imunocyty - buiiky imunitniho systému, obecné znamé jako bilé
krvinky (leukocyty). VSechny leukocyty vznikaji stejné jako ostatni krevni buiiky v kostni
dfeni z pluripotentnich kmenovych bunék. Pluripotentni kmenova bunka se diferencuje na dvé
zakladni bunécné vétve - myeloidni a lymfoidni. Myeloidni prekurzor se dale diferencuje
na monocyty, granulocyty,dendritické buiiky, mastocyty, ale také na trombocyty a erytrocyty.
Z lymfoidniho progenitoru pak vznikaji NK buiiky a T a B lymfocyty. ® © ()

Prestoze vyvoj T lymfocytii zac¢ind v kostni dieni, hlavni ¢ast vyvoje se piesouva
do brzliku (latinsky thymus - odtud "T" v nazvu T lymfocytt)). V thymu dozravaji dvé hlavni
subpopulace bun¢k (af T lymfocyty), a to prekurzory Ty lymfocytt (pomocné T lymfocyty)
a Tc lymfocytt (cytotoxické T lymfocyty). Dalsi lymfocytarni subpopulace se vyvijeji mimo
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thymus (y6 T lymfocyty). Ve zralé efektorové bunky se prekurzory lymfocytarnich
subpopulaci méni az po setkani s antigenem na povrchu vhodnych antigen prezentujicich
bunék. Cast T lymfocytii (spolu s ¢asti B lymfocytil) pak tvoii zaklad imunologické paméti.
Po setkani s antigenem se neméni v bunky efektorové, ale v buiky pamétové, které
pretrvavaji v krvi roky a po druhém setkani se stejnym antigenem se rychle aktivuji a zajistuji

tak rychlejsi (tzv. sekundarni) odpovéd’. ®© M

2.3 Vyvoj TCR a selekce

Nezralé¢ T lymfocyty, které piechazeji do brzliku z kostni diené, se nazyvaji pro-
thymocyty. Na takovych lymfocytech za¢ne nejprve probihat pieskupovani gend pro
antigenné specifické T receptory (TCR).Geny, které koduji variabilni useky TCR, se béhem
vyvoje lymfocyti pifeskupuji libovolné, c¢imz vznikd velké mnozstvi rozlicnych
lymfocytarnich klont. Pokud je pfeskupovani Uspésné, vznikne na povrchové membrané
T lymfocytu pre-TCR slozeny jen z tetézce P, pre-TCRo a CD3 komplexu. Dale dochazi
i k ptreskupovani genu pro TCRa a vznikne tak finalni podoba receptoru slozeného ze dvou
fetézcu - a a B. Bunky v této fazi vyvoje tvofi vétSinu vSech bun€k v thymu - tzv. kortikalni
thymocyty. V této dobé se na jejich membrané vyskytuji téz koreceptory CD4 a CDS8. ® OO

Jelikoz beéhem preskupovani dochdzi téz ke tvorbé autoreaktivnich klond, je tfeba
je jesté béhem vyvoje eliminovat. K tomu dochazi pomoci takzvané negativni selekce, kdy
jsou rozpoznany a apoptoticky odstranény lymfocyty, které svym TCR pirili§ silné¢ vazou
komplex MHC proteinii s normalnimi pfirozenymi peptidy, jez se vyskytuji na povrchu
napiiklad epitelidlnich bun€k brzliku. Kromé autoreaktivnich buné¢k je tfeba dale eliminovat
také bunky poSkozené a s nefunkénim TCR, diky ¢emuZ nemohou rozpozndvat molekuly
MHC s dostate¢nou afinitou. Takova eliminace se nazyva pozitivni, je velmi pfisnd a je pii ni
odstranéno 98% piivodnich pro-thymocytd. Jedinou vyjimkou, kdy autoreaktivni lymfocyty
apoptovany nejsou, je u vyvoje regulacnich T lymfocytl. Z ostatnich bun¢k pak vznikaji zralé
(medularni) T lymfocyty, které obsahuji mnozstvi rizné specifickych TCR, zachovavaji si

expresi CD4 nebo CD8 a ptesouvaji se z thymu do sekundarnich lymfatickych organd. ®) &)
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2.4 Imunofenotyp T lymfocytu

Molekuly, které se nachdzeji na povrchu leukocytt, se tidi tzv. "CD nazvoslovim".
Tento systém pojmenovavani povrchovych znakii potfadovymi ¢isly ma prispét
k systematizaci a piehlednosti, pfedevsim kvili neustalému objevovani novych povrchovych
molekul. Mnohé z téchto molekul vSak maji i druhy nazev, ktery vic vypovida o jejich
struktute ¢i funkci, ® © 0
Z Casti vazajici antigen, kterd je strukturné podobna imunoglobulinim. Ma dva
transmembranové fetézce oznacované a a B, na jejichz N termindlni konec se vaze antigen.
Dale obsahuje proteinovy CD3 komplex, ktery slouzi k pfenosu signalu.

Na povrchu T lymfocyti se také vyskytuji koreceptory spolupracujici s TCR pfi
rozpoznavani antigenu. Oznacuji se jako CD4 (pro subpopulaci pomocnych T lymfocytt)
a CD8 (pro subpopulaci cytotoxickych T lymfocytl). Tyto koreceptory napomahaji vazat
MHC glykoproteiny. ® &)

Aby se T lymfocyt plné€ aktivoval, pottebuje obdrzet dostate¢né silny signal. Ten mu
zajistuji dalsi povrchové molekuly, totiz kostimulacni receptory CD28, které posiluji signal
tim, Ze se navazou na CD80 a CD86 znaky antigen prezentujicich bunck. ) (®) ) ()

Antagonistou kostimula¢niho receptoru je pak inhibi¢ni receptor CD152 (nebo také
CTLA-4), ktery po navazani na receptory CD80 a CD86 antigen prezentujicich bunéck
inhibuje aktivaci T lymfocyti. @

Na povrchu nezralych T lymfocyti miizeme naopak najit povrchové molekuly CD2

anebo CD7, pokud se T lymfocyt nachazi jesté v brzliku.®

2.5 Subpopulace T lymfocyti

Jak jiz bylo naznaceno, T lymfocyty se déli na n€kolik dalsich typt - subpopulaci - dle
toho, jaké nesou povrchové molekuly. Samoziejmé& vSechny zralé T lymfocyty nesou TCR,
ale uz zde je tteba rozliSovat, zda se jedna o TCR typu off nebo y3. Zatimco lymfocyty
s receptorem aff jSou populaci vétSinovou, receptorti Yo je mnohonasobn¢ méne. Vykazuji
mensi riznorodost TCR, mohou se vyvijet i mimo thymus a zfejmé rozezndvaji jiné antigeny,
nez MHC gp. Presna funkce T lymfocytii s TCR typu yo neni dosud pifesné definovana, ale

predpoklada se, ze mohou rozpoznavat jisté jednoduché organické latky obsazené v potrave.
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Mohou se také uplatnovat pti obrané proti nékterym specifickym patogeniim a dokonce byla
prokazana cast na protinddorové a imunoregulacni aktivite. ®) D (712

Zvlastnimi typy T lymfocytl jsou takzvané intraepitelidlni T lymfocyty nachazejici se
v kiizi a sliznicich. Produkuji fadu specifickych cytokintl, a tak zajistuji regulaci sliznicni
imunity. Jejich TCR jsou jak typu af, tak yd. Dalsi takovou skupinou jsou invariantni
NKT lymfocyty (iNKT), jez maji TCR pouze typu af}, ale dal$imi receptory se velmi podobaji
NK buiikdm. Maji veelku uzké vazebné mozZnosti, avSak na stimulaci reaguji velmi rychle a
V organismu pravdépodobné plni funkci regulacni. ) ) (12)

Dulezitou skupinou T lymfocytl jsou cytotoxické T lymfocyty (Tc) exprimujici znaky
CD8. Jejich funkci je imunitni reakce proti buiikdm napadenym viry nebo intracelularnim
parazitim. Také jsou schopné rozeznat builky poSkozené stresem nebo buiikky nadorové.
Takové bunky ndsledné velmi razantné ni¢i pfimym navazanim na jejich povrch a produkci
cytotoxickych latek (perforiny a granzimy). Funguji tedy na podobném principu jako NK
buiiky, jen jsou antigenné specifické. Aktivace se spusti, pokud rozpozna MHC gp I naptiklad
s navazanymi virovymi proteiny. Cilem je Uplné zniCeni hrozici nakazy a jelikoz je takova
imunitni reakce velmi radikalni, dochézi i k ur&itému poskozeni zdravych bungk. ¢34 12

Dalsi nemén¢ vyznamnou skupinou jsou T lymfocyty majici na povrchu znaky CD4,
totiz lymfocyty pomocné (Ty - "helpery™). Podle produkce cytokini se dale déli
na podskupiny. PodskupinaTylprodukuje IL-2, IFN-y a zajiStuje pomoc makrofagim,
Tu2produkuje 1L-4,5,6 a 10 a zajistuje pomoc B lymfocytim. Obé tyto skupiny produkci
svych cytokint reguluji vyvoj skupiny druhé. Tu3 podskupina produkuje piredevs§im rustovy
faktor-p (TGF-B) a spolu s B lymfocyty napomaha hojeni tkani. Prekurzorem vsech
predchozich podskupin jsou lymfocyty Ty0. Méné znamou podskupinou jsou pak lymfocyty
Tw17, které zajistuji ochranu proti extraceluldrnim bakteriim (13) (19 (9) (16) (14) (17) (12)

Dutlezitou roli zaujimaji regula¢ni T lymfocyty (Treg), které se kvtli CD4 znakim
nasvém povrchu také zafazuji jako podskupina Ty lymfocytt. Hraji roli pfi udrZovani
tolerance vii¢i vlastnim tkanim. Na svém povrchu nesou znaky CD25, CTLA-4 a transkripéni
faktor FoxP-3, ktery hraje nezastupitelnou roli v jejich vyvoji. Regula¢ni T lymfocyty nesou
potencidlné autoreaktivni TCR, ale pfesto potlacuji autoimunitni reakei, nevyvolavaji ji, jak
by se zprvu zdalo. ® 49 (12
Nejde opomenout ani skupinu lymfocyti Tm ("memory”), neboli pamétové

T lymfocyty, které zajistuji imunologickou pamét’. 4 @2
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2.6 Aktivace specifické imunity

Ziskana imunita, neboli specificka imunita, je zalozena na principu reakce proti
konkrétnimu antigenu. Bunécnou slozkou specifické imunity jsou T a B lymfocyty, humoralni
slozkou jsou protilatky produkované plazmatickymi bunikami vzniklymi z B lymfocytt
po rozpoznani specifického antigenu. K tomu napomadhaji antigen prezentujici buiky
a pomocné T lymfocyty.

V organismu existuji desitky milionti riznorodych T a B lymfocytt, které cekaji
na setkani s prisluSnym antigenem. Zatimco B lymfocyty jsou schopné reagovat piimo
S rozpustnym nativnim antigenem, T lymfocyty vyZaduji, aby jim byl antigen rozloZen
na jednotlivé peptidy a prezentovan pomoci APC. TCR je totiz schopny peptidy rozpoznat,
jen kdyz tvofi nerozpustny komplex s molekulami HLA.

Vsechny jaderné bunky lidského téla dokaZou prezentovat antigenni peptidy pomoci
MHC gp I. tfidy. Jsou to kratké peptidy o pfiblizné¢ 9 AMK, které bunika sama rozlozila
V cytoplazmé, a rozpoznavaji je Tc lymfocyty. Antigen prezentujici bunky prezentuji delsi
peptidy o délce 15-20 AMK pomoci MHC gp II. tfidy. Tyto peptidy pochazeji piimo z Castic,
které APC fagocytuji, zpracovavaji v endozomech a ptredkladaji pomocnym T lymfocytim.

Pokud se stane, ze do téla pronikne antigen a je rozpoznan dostatecné specifickym
receptorem, dojde k proliferaci danych lymfocytii a vytvofi se mnozstvi klonti stejné specifity,
které dozravaji v pln¢ funk¢ni efektorové bunky. Aby doslo k pomnozeni vSak nestaci pouze
signal specifického receptoru. VétSinou se musi zapojit dalsi bunky imunitniho systému, aby
vznikl tzv. kostimula¢ni signdl. Toto "opatfeni" je dllezité proto, aby nedochazelo

k bezptedmétné, Casté a nebezpeéné proliferaci lymfocytu. ©) 14 ©® 12)

3 IMUNITNI ODPOVED A VLIV MSC

3.1 Tyl imunitni odpovéd’

Twl lymfocyty, jak uz bylo fe€eno, chrani organismus pied intraceluldrnimi patogeny
(tzn. intracelularné parazitujicimi bakteriemi, viry, intracelularnimi parazity atd.). Jejich
funkci je pomoc makrofagim pii pfeméné na aktivované, a to produkci pottebného
interferonu gama (IFN-y). Diky témto interferonim se makrofagy aktivuji a zacinaji

produkovat oxid dusnaty, ktery likviduje intracelularni patogeny, jako jsou napiiklad
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mykobakterie, jez jsou schopné piezivat i po pohlceni makrofagem. Makrofagy po aktivaci
mimo prezentace patogennich peptidi na MHC gp. II také secernuji rGzné druhy
kostimula¢nich molekul a cytokint. Jaky druh cytokinii budou produkovat, zalezi na druhu
receptord, které dané patogeny stimuluji. () (14) (18)

V ptipadé imunitni reakce typu Tnl produkuji makrofagy naptiklad IL-12, ktery je
rozpoznavan prekurzory Tyllymfocyti. Infikované makrofagy tak zpisobuji vznik lokalniho
zanétu, ktery vede k potlaceni infekce. Proto se Tyl imunitni reakci fiké také reakce zanétliva
a Tpllymfocytim zanétlivé T lymfocyty. Vzniklé efektorové bunky jsou ndsledné schopné
samy navySovat diferenciaci dal§ich Tyl lymfocytd a aktivaci makrofagi, jelikoz rovnéz
zacnou produkovat IFNy a IL-2 (autokrinni ristovy faktor Tyl lymfocyt). Dilezita je také
kostimulace pomoci makrofagového receptoru CD40 a jeho ligandu CD40L (CD154)
na povrchu efektorovych Tyl lymfocyt. Tento slozity proces predavani signalli a stimulaci
vede k aktivaci 1 neinfikovanych makrofagt, které efektivnéji produkuji dalsi latky (cytokiny,
TNF, IL-1,...), coz vede k dal§imu zvySeni diferenciace Tyl lymfocytd a navysSeni zanétlivé
reakce. ® 6 14 (7) (18)

Makrofagy ve spolupraci s Tyllymfocyty jsou také zodpovédné za imunopatologickou
reakci 1V. typu (jinak také opozdéna nebo bunécna, zkratkou DTH). Jedna se o typ
precitlivélosti viici alergenu, kdy se v krvi nevyskytuji volné protilatky a reakce je zptisobena
Tul lymfocyty. Reakce je lokalni a nastava aZ po 24-72 hodinach. ¢%

Krom¢ aktivace makrofagh hraji Tul lymfocyty dualezitou roli pfi podpofe
diferenciace cytotoxickych T lymfocytl. Je ale mozné, ze nékteré funkce dnes piipisované
Thl lymfocytim, jsou ve skuteCnosti vykondvany spise Tul7 lymfocyty, které vykazuji

vyznamné protizdnétlivé ucinky. ()19 (18)

3.2 Ty2 imunitni odpovéd’

T2 lymfocyty zajiStuji ochranu vic¢i extracelularnim patogeniim, a to vcetné
mnohobunéénych parazitii. Spolupracuji s eosinofily, bazofily a mastocyty. Dale podporuji
tvorbu IgE protilatek B lymfocyty.

K proliferaci prekurzort Th2 bun€k je nutné setkani s antigenem v komplexu
s MHC gp. II na profesiondlnich antigen prezentujicich buiikach za pritomnosti 1L-4, ktery je
produkovan bazofily ¢i mastocyty. Signdly ptijaté pies specificky T receptor, CD28, receptor

pro IL-4 a IL-12 nastartuji d¢leni a dozravani prekurzort ve zralé efektorové T2 lymfocyty.
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Zralé Tw2 lymfocyty pak komunikuji s B lymfocyty pomoci pfimého mezibunééného
kontaktu kostimula¢nich receptori (CD40 a CD40L) a cytokind (IL-4, IL-5, IL-6). Interakce
mezi kostimula¢nimi receptory obou lymfocytd je dulezita pro vnik somatickych mutaci,

izotypovy presmyk a nasledny vznik pamétovych bunék. )14 (1) (18)

3.3 Imunitni reakce typu T17

Tyto lymfocyty ziskaly své oznaceni diky produkci IL-17, ktery ptisobi protizanétlive.
Tw17 lymfocyty zajistuji obranu piedevsim proti extracelularnim bakteriim a plisnim. Jejich
prekurzory se oznacuji jako rTwl7 (regulacni Twl7), vznikaji na popud riznych faktord, jako
jsou napiiklad TGF-B nebo IL-6, a jako takové maji siln€ protizanétlivé ucinky. Regulaéni
Twl7 prekurzory jsou ale velmi nestabilni a za ptitomnosti IL-23 se nasledné diferencuji
v efektorové Tyl7 lymfocyty, které naopak zanét podporuji a aktivuji neutrofilni granulocyty.

Nejvyznamnéjsi cytokiny produkované Tyl7 lymfocyty jsou IL-17 a IL-22, ale je tu
fadai jinych, naptiklad IL-6, IL-8, IL-26, TNF-a a mnoho dalSich, jez aktivuji endotelialni
bunky, fibroblasty, epitelidlni bunky ¢&i makrofagy. Efektorové Tyl7 lymfocyty tedy
zpusobuji prozanétlivou reakci ve tkanich, kterd vede k migraci neutrofili do mista infekce
a jejich nésledné aktivaci. Tyto mechanismy vSak mohou také vést k rozvoji autoimunitnich

onemocnéni nebo ke zhorseni chronickych zanétu. A

3.4 Transplantace

Transplantace znamena voperovani zdravé tkané ¢i organu piijemci, pokud jeho
vlastni tkan ¢i organ prestaly fungovat sprdvné a piijemce je tim ohrozen na Zivoté.
Nejbéznéjsi jsou krevni transfuze, z organovych transplantaci je pak nejéastéjsi transplantace
ledvin. Pokud jde o transplantaci autologni (darce = pfijemce, nejcastéji prenos kiize na jiné
misto na téle) nebo syngenni (darcem je geneticky identické dvojce), Step je imunitnim
systémem piijiman bez potizi. Jde-li ale o transplantace alogenni, kdy darcem je ¢lovek, ktery
nemd identickou genetickou vybavu jako pifijemce (tiebaze je to blizky ptibuzny), hraje

imunitni systém pfti zadkroku velkou roli a je tfeba pocitat s imunitni reakci proti $tépu. () (18)
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3.4.1 Aloimunitni reakce

Usp&snost transplantace podmifiuje fada faktort: vék, zdravotni stav, zakladni
onemocnéni, uroven lékaiské péce, stav transplantovaného organu a podobné.
Z imunologického hlediska hraje ale nejdilezitéjsi roli genetickd kompatibilita darce
a prijemce. Rozdilnost genetického materidlu totiz znamena i rozdilnost histokompatibilnich
molekul a to je pfi¢inou aloimunitnich reakci proti transplantatu a jeho akutni rejekce nebo
(pti transplantaci kostni difen¢) reakce $tépu proti hostiteli (GvVHD). Za reakci §tépu proti
hostiteli jsou zodpovédné T lymfocyty darce, které ptijemce obdrzi spolu se Stépem (kostni
dren). GvHD se projevuje predevSim u lidi s oslabenou imunitou, kdy transplantované
T lymfocyty napadaji bunky pfijemce, coz miize vést az k jeho smrti. ®)©) @7 19)

Hlavni roli pfi aloimunitnich reakcich hraje rozdilnost antigentit v MHC komplexech.
Tyto individudlni odliSnosti ve vazebnych mistech pro antigen zptsobuji velkou rozdilnost
ve skale prezentovanych peptidi na buiikach darce a piijemce. T lymfocyty ptijemce (nebo
darce u GvHD) tudiz rozpoznavaji tyto komplexy jako cizorodé, jelikoz se s takovymi
antigeny béhem svého vyvoje v thymu nemohly setkat. Samoziejmé aloimunitni reakci
mohou vyvolat jiné polymorfismy, tzv. vedlejsi histokompatibilni antigeny. ®) "

T lymfocyty rozpoznévaji cizorodé bunky bud’ pfimo pies TCR, nebo nepiimo, kdy
jsou jim aloantigeny prezentovany pies APC. Kromé T lymfocyta se aloreakce mohou
ucastnit 1 NK bunky, a to v ptipadé, ze se jejich KIR receptor neshoduje s HLA molekulami
|. tfidy na transplantovanych bunkach.

Protilatkova reakce nastava, jsou-li za pomoci T lymfocyti aktivovany a
diferencovany 1 specifické B lymfocyty. NejznaméjSimi takovymi ptipady jsou pfirozena
imunizace Rh negativni matky proti otcovskym antigenim Rh pozitivniho plodu pii porodu

nebo reakce na krevni transfuzi s inkompatibilni krevni skupinou. (17) (19)

3.5 Rejekce a reakce $tépu proti hostiteli

3.5.1 Akutni rejekce
Jde o primarni imunitni reakci organismu proti transplantatu, kdy k odvrZeni dojde
Vv fadu nékolika dnli az tydni. Pfi¢inou byva ukonceni podavani imunosupresivnich piipravkd,

kdy proti §t&pu zatnou bojovat specifické Tyl a Tc lymfocyty prijemce. ©
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3.5.2 Chronicka rejekce

Tento typ rejekce se vyviji pozdéji a je zpisoben bud’ protilatkami, nebo T lymfocyty.
T lymfocyty proliferuji a postupné se diferencuji prevazné¢ na subpopulace Tu2 a Th3
a zaroven se tvofi mnozstvi aloprotilatek a cytokint, které poskozuji cévy. V dusledku toho
se nahrazuje tkan cév vazivem, poskozuje se endotel a cévy selhavaji, az dojde k ischemizaci

tkang a rejekci Stépu. ©)

3.5.3 Reakce stépu proti hostiteli (GvHD)
Tato reakce nastavd v piipadé€ transplantace krvetvorné tkané. T lymfocyty darce
pritomné v kostni dfeni rozpoznaji buiiky piijemce jako cizorodé, coz spusti imunitni reakci.

| tato reakce miize byt jak akutni, tak chronicka. © *9)

3.6 Predtransplantacni opatieni a imunosuprese

Je samoziejmé, ze pred 1 po samotné transplantaci je snaha pfijmout takova opatieni,
aby riziko pro pfijemce bylo co nejmensi a zabranilo se aloimunitnim reakcim. Takova

opatfeni jsou:

e nalezeni geneticky pfijatelného darce (nejlépe jednovajecné dvojce, ¢i blizky
piibuzny)

e podavani imunosupresivnich ptipravkt (po urcit¢ dobé dojde k toleranci Stépu,
vyvstava vsak zvysené riziko infekci)

e odstranéni T lymfocyth ze S§tépu darce (ozafovanim Stépu pied transplantaci,

tzv. purifikace kmenovych bunck)

Jako imunosupresiva se pouzivaji nespecifické latky postihujici jak nezadouci

T lymfocyty, tak i ostatni buniky imunitniho systému, coZ vede ke zvySenému riziku

infekénich a nddorovych onemocnéni. ©)

3.7 Imunomodulace pomoci MSC

Jak uZz bylo popsano v prvni kapitole, mesenchymalni kmenové bunky reaguji

s bunikami vrozené i ziskané imunity a vykazuji vyznamné imunomodula¢ni vlastnosti. Jejich
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vlastnost ovliviiovat imunitni reakci a navozovat tolerantni prostfedi je pfimo ptedurcuje
k vyuziti v posttransplanta¢ni imunosupresivni 1é¢bé.

Jelikoz mohou snizovat proliferaci T lymfocytd a NK bunck a podporuji vznik
regulacnich T lymfocytl, navozuji imunitni toleranci bez vétSiho zésahu do ostatnich slozek

. o r v oM v ’ .- ’ . r o (4
imunitniho systému a z v&tSiny tim fesi oslabeni ochrany proti infekcim a vzniku nadort. ¢

4 BUNECNY CYKLUS

Bunéény cyklus buniky je proces kolobéhu bunééného Zivota, béhem néhoz bunka
prochazi sledem nékolika na sebe navazujicich fazi, jejichz cilem je pfedat svou genetickou
informaci buiikkdm dcefinym. Cely tento d&j hraje nezastupitelnou roli pfi ristu organismu,
nahrazovani odumielych bunck, nebo pii hojeni tkédni. Nutno podotknout, ze vétSina bunck
Vv tkanich lidského té€la se jiz ned¢€li. Jsou plné diferencované a setrvavaji v tzv. GO fazi, totiz
ve fazi klidové, a jejich hlavni funkci je vykonavat své metabolické déje. Proto ve vyvinutych
tkédnich k bunécnému dé€leni zpravidla nedochédzi. Zvlastni ptipad jsou kmenové buiky
anaivni lymfocyty, které setrvavaji v GO fazi, dokud neni potfeba ve tkanich nahradit
odumfelé bunky, nebo se, v piipadé lymfocytt, diferencovat na zralé efektorové buriky.
Nefyziologickym ptipadem jsou pak nadorové buiky, které vlivem nékterych mitogennich

faktort ziskaly schopnost se znovu a nekontrolovateln¢ mnozit. (20) (21) (22)

4.1 Regulace bunécného cyklu

Bunéény cyklus ma fadu opatieni, kterd zajistuji, aby cely cyklus probéhl spravné
a nevznikaly buiiky s pozménénou, deformovanou ¢i netiplnou DNA. Hlavni roli v tomto
procesu zaujima cela fada regulacnich proteint. Hlavnimi pozitivnimi regulatory jsou cyklin-
dependentni kindzy (CDK) a hlavnimi negativnimi regulatory pak inhibitory CDK.

V pribéhu bunééného cyklu se nachdzeji kontrolni body, které hlidaji ptechod

do jednotlivych fazi. Hlavni kontrolni body jsou mezi G1 a S fazi a pak mezi G2 a M fazi. (20)

(22)
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4.2 Faze bunééného cyklu

Bunéény cyklus se oznacuje jako d€j zacinajici koncem prvniho bunééného déleni
a koncici zacatkem druhého. Miizeme jej rozdélit na nékolik fazi, z ¢ehoz dvé zékladni faze

jsou interfaze a tzv. M-faze (mit6za, bunécné délent).

4.3 Interfaze

4.3.1 G1 faze

Jako prvni fazi interfaze byva oznacovana G1 faze ("G" od anglického slova "gap" =
mezera) Tato faze navazuje na bunécné déleni z predeslého cyklu, a proto byva také
oznacovana jako faze "postmitotickd". Jedna se o rozmezi deviti az dvanacti hodin, kdy buiika
roste a ptipravuje se na dalSi bunééné déleni. V této fazi buiika zdvojnasobuje pocet svych
organel, syntetizuje RNA, proteiny, tvofi zasobu nukleotidi a enzymd pro nadchazejici
syntézu DNA. G1 faze konc¢i se zaCatkem replikace jaderné DNA. Vstup do S faze je

Na konci G1 faze, nez buiika vstoupi do fiaze S, probéhne hlavni kontrolni bod
bunééného cyklu. Tady probéhne kontrola DNA, jeji integrity a mozného vzniku novych
mutaci. Pfi detekci mutaci nasleduje jejich automatickd reparace reparacnimi mechanismy.
Ve vyhledavani mutaci maji hlavni funkci ATM a ATR kinazy a pak takzvané "checkpoint"
kinazy CHKI1 a CHK2, jez maji za ukol zesilit cytotoxicky stresovy signal, coz vede
k vyplaveni stresovych proteind, zastaveni bunéného cyklu a pti velké mife mutaci také
k apoptdze - bunééné smrti. Hlavnim faktorem kontrolniho bodu v G1 fazi je proto protein
p53, také nazyvany "strazce genomu", jehoz mutaci a nefunkcnosti ¢i deleci vzniké velka ¢ast

nadorovych bungk. ¢% @1 23 4)

4.3.2 S faze
genetického materidlu replikaci jaderné DNA buiiky spolu s histony a regulaénimi proteiny.
Burika se tak pfipravuje na své déleni. K tomu, aby sesterské chromatidy drzely do ptiStiho

déleni u sebe, slouzi proteinovy komplex cohesin. Tato faze trva zhruba Sest az osm hodin. (20)

(21) (23)
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4.3.3 G2 faze

Tato faze zacind pfi dokonCeni syntézy DNA v S fazi. V této ¢asti bunécného cyklu
se syntetizuji a aktivuji proteiny potifebné pro zahajeni bunécného déleni. Dochazi tedy
k syntéze celého mitotického aparatu, zaCinaji se kondenzovat chromosomy a rozpada se
jaderny obal. Tato faze trva dvé az Ctyfi hodiny a kon¢i zahajenim mitdzy, a to plisobenim
mitotickych cyklint (cyklin B), které na konci G2 faze aktivuji CDK1 a vytvofi s ni komplex.

Na piechodu mezi G2 a M fazi se nachazi druhy kontrolni bod, ktery rozhoduje, zda je
bunka zptisobila bunééného déleni. Kontroluje se pifedevsim spravnost replikace DNA. Pokud

je DNA n¢jakym zplsobem poskozena, dojde k zastaveni bunééného cyklu. (20) (21) (23) (24) (22)

(25)

4.4 Mitéza (M-fize)

Mitdza je nejcastéjsi typ bunécného déleni, kdy z jedné diploidni (somatické) bunky
vznikaji dvé identické diploidni dcetfiné buniky. Kromé pohlavnich bunék se mitoticky déli
vSechny bunky lidského téla, coz zajiStuje diferenciaci a dozravani bunék a rust celého
organismu. Mitdézou je oznacovano vlastni rozdéleni jadra - karyokineze, na coz navazuje
rozdéleni celé bunky - cytokineze.

Do mit6zy vstupuji buiiky, které maji zdvojenou veskerou svou bunécnou hmotu, maji
replikovanou jadernou DNA, maji vytvofené proteiny budouciho mitotického aparatu a prosli
kontrolnim bodem na konci G2 faze. Jiz béhem S-faze je v buiice vytvoren zaklad dé€liciho
vieténka - centrosom, ktery v této fazi obsahuje dva pary centriolti. Celd mitdza pak trva 1-2
hodiny a ma Ctyfi €asti (profaze, metafize, anafaze, telofaze), nékdy se uvadi jesté pata cast

(prometaféze). (21) (26) (22) (23) (25) (27)

4.4.1 Profaze

V prvni fazi mitézy se spiralizuje jaderny chromatin a dochazi ke kondenzaci
na jednotlivé chromosomy, které jsou zdvojené a spojené v oblasti centroméry. Tento d¢j je
ovliviilovan proteinem zvanym condensin. Centrosom se rozdéluje na dva centrioly, které
putuji do pdélovych €asti bunky, a zacind polymerace miktotubulli mitotického vieténka a

astrosféry. Jadérka zanikaji a faze konci zanikem jaderné membrany. (1) (26) (28) (22)
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4.4.2 Prometafaze

Faze, kterd je nékdy fazena mezi profazi a metafizi. V této mezifazi stdle jesté
kondenzuji chromosomy a po rozpusténi jaderné membrany se dostavaji do cytoplasmy
buiiky. Mikrotubuly se napojuji na kinetochory - proteiny navdzané v oblasti centroméry
chromosomtl, které napomadhaji navazani chromosomi na mitotické vieténko k obéma

centriolam. @Y ) 28) (22)

4.4.3 Metafaze

Chromosomy jsou plné€ spiralizované, napojené na mikrotubuly mitotického vieténka
a sefazené v ekvatoridlni roviné¢ bunky. Chromatidy jsou plné¢ odd€lené a spojené jen
Vv centromére, lezi kolmo k ose déliciho vieténka.

Mezi metafazi a néaslednou anafazi se nachazi kontrolni bod, ktery pomoci tvorby
latek, jako jsou kolchiciny, zastavi bunécné déleni a zabrani vstupu do anafize. D¢&je se to
tehdy, jestlize se chromosomy nenavazaly nebo nespravné navazaly na mikrotubuly déliciho

vieténka, @) (26) (28) (22)

4.4.4 Anafaze

Je to nejkratsi faze celé mitozy, trva jen nékolik malo minut. Nékdy byva rozdélovana
jesté na anafiazi A a B, kdy v anafdzi A dochdzi k oddéleni sesterskych chromatid
chromosomti a jejich putovani k opacnym poélim bunky, v anafizi B pak dochazi
k oddalovani samotnych péola buiiky a burika se az dvojnasobné roztahne. Rozchod chromatid

probiha rovnomérné a anafaze konci, kdyz vSechny chromatidy doputuji ke svym polim
buiiky. (21) (26) (28) (22)

4.4.5 Telofaze
Béhem telofdze jsou jiz oba pdly buiikky vzdileny na dvojnasobek délky, nez pii
metafazi. Chromosomy se postupné despiralizuji a znovu vznikd jadérko. Zaroven se zafina

vytvéfet jaderny obal a zanika délici vieténko. Telofaze konci zacinajici cytokinezi. (e1) (26) (28)

(22)
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4.5 Cytokineze

Cytokineze je vlastni rozdéleni bunky, ktera prodélala mitotické déleni jadra na dvé
samostatné dcefiné bunky. Jednd se o rozd€leni bunééného obsahu a organel tak, aby obé¢
vznikl¢é buiiky ziskaly pfiblizn€ stejny bunécny obsah. U zivocisné buiiky probihd cytokineze
zaSkrcenim bunééné membrany. Po obvodu membrany se vytvoii vlakna aktinu a myosinu,
jejichZ postupnym zkracovanim dojde k Uplnému pieskrceni. Vznikne tzv. délici ryha a bunka

se rozdgli, ?® @2
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PRAKTICKA CAST

5 FORMULACE PROBLEMU

5.1 Hlavni problém

Hlavnim problémem této bakalaiské prace je tématika kmenovych bunék a jejich
vyuziti v praxi. O kmenovych buiikach vSeobecné a jejich praktickém terapeutickém vyuziti
se hodné hovoii a diskutuje, ale v soucasné dobé stale neni jejich potencial pIné vyuzit.

Vzhledem k tomu, Ze tato problematika je velmi rozsahla a slozita, je tato prace
zaméfena na vyuziti mesenchymalnich kmenovych bunék pro imunosupresivni 1écbu

napiiklad v potransplantacni 1éCbé.
5.2 Dil¢i problémy

Dil¢i problémy této prace jsou orientovany na miru utlumeni proliferace lymfocyti po
piidani mesenchymalnich kmenovych bunék. Déle se prace zaméfila na moznost imunogenity
mesenchymalnich kmenovych bun¢k vic¢i lymfocytim a také na zéavislost ve shodé HLA

antigent darce kmenovych bunék a HLA antigent piijemce.

6 CiL A UKOL VYZKUMU

Cilem této prace je zjistit, zda maji mesenchymalni kmenové buniky imunomodulaéni
vliv na proliferaci lymfocyt, popfipadé jaky, a je-li mozné jejich univerzalni vyuziti
v imunosupresivni 16¢bg, a to nezavisle na HLA fenotypu.

Vyzkumna otdzka €. 1: Ovliviiuji mesenchymalni kmenové buiiky nespecificky
indukovanou proliferaci lymfocyta?

Vyzkumna otazka €. 2: Jakd je mira vysledného vlivu mesenchymalnich kmenovych

buné¢k na nespecificky indukovanou proliferaci lymfocytti?
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Vyzkumna otazka €. 3: M4 na proliferaci vliv kompatibilita HLA antigent darce MSC
a jejich ptijemce?
Vyzkumna otazka ¢. 4: Maji mesenchymalni kmenové buiky darce imunogenni vliv

na lymfocyty pfijemce?

7 OBECNY UVOD DO PRAKTICKE CASTI

7.1 Test blastické transformace

Test blastické transformace, neboli test proliferace lymfocyti, je dalezita metoda
pouzivana v imunologii pfedev§im pro diagnostiku primérnich imunodeficienci a pro
monitorovani §tépu po transplantaci kostni dien¢.

Ackoliv je to metoda pomérné ¢asove narocna a velmi obtizné standardizovatelna, pro
vySetieni T lymfocyti je stidle vyuzivand a pro pacienty a jejich diagnostiku tézko
nahraditelna. @

Pro hodnoceni proliferace lymfocytii nejprve musi dojit k jejich aktivaci, ¢ehoz se
dosahuje stimulaci riznymi latkami. Jednou z moZnosti je stimulace pomoci antigent, se
kterymi se buniky periferni krve jiz setkaly, ¢imz se aktivuji pamétové buiiky. Pro tento typ
stimulace se pouzivaji takové latky jako tetanovy toxin nebo tuberkulin. Druhou a velmi Casto
pouzivanou skupinu latek tvofi mitogeny, totiz latky polyklondln€ stimulujici lymfocytarni
populaci (viz podkapitola 7.3) a mezi nimi nejcastéji pouzivany rostlinny lektin
fytohemaglutinin (PHA). Tyto latky slouzi k tzv. nespecifické¢ stimulaci a stimuluji vice
lymfocytarnich subpopulaci. Ke specifické stimulaci T lymfocyti slouzi monoklonalni
protilatka proti molekule CD3. Pro experimentalni ucely je moZné také pro specifickou
stimulaci pouZiti ozafenych (neproliferujicich) alogennich T lymfocytt. (@9)

Proliferaci T lymfocytl spusti aktivace TRC, a to tehdy, je-li rozpoznan antigen
na MHC I. a II. tfidy. Po aktivaci TCR se v lymfocytech spusti signalizacni cesty zakoncené
transkripci genil v jadie buiiky, které jsou zodpovédné za produkci cytokini nebo praveé

proliferaci. ® ®
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Pro test blastické transformace se pouzivaji Cisté lymfocyty izolované na ficollovém
gradientu z heparinizované periferni krve. Lymfocyty je pied testem samotnym nutno natedit
na takovou koncentraci, aby byl test pokud mozno co nejvice standardizovan.

Inkubace nespecificky stimulovanych lymfocytd trva 3 dny (72 hodin), inkubace
lymfocytt stimulovanych specificky az 7 dni, vSe v termostatu pti 37°C v 5% atmosféie CO».

Technickd néarocnost tohoto vySetfeni neni zanedbatelnd, a proto je mozné test
provadet jen na specializovanych pracovistich. V prvni fadé€ je zapotiebi pracovat ve sterilnich
podminkach v laminarnim boxu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd, pfestoze jsou vzorky
kultivovany v mediu s pfidavkem antibiotik a antimykotik. Dale je zapottebi ptistrojového
zatizeni pro vyhodnoceni vysledk. Pro klasickou a dnes malo pouzivanou metodu se
znadenim radioizotopy (*H-thymidin) je potieba pistroj na detekci beta-zafeni (B-counter).
Setrn&jsi je pak metoda znaceni fluorescenénimi barvivy (napt.: propidium jodid), které Ize
stanovovat na pratokovém cytometru.

Test blastické transformace je zatizen velkou chybou a jeho vysledky jsou pouze
orienta¢ni. Lze jim hodnotit pouze vyrazné poruchy funkce imunity, pfesto je v mnoha
piipadech velmi uzite¢ny, at’ uz v diagnostice nebo na experimentalni urovni. Dllezitym
faktorem pro spravnost vysledku je stav vySetfovaného vzorku krve - tedy preanalyticka faze.
Se vzorkem by mélo byt zachazeno co nejSetrnéji, mél by byt brat zietel na zachovani
zivotnosti bunék, a to jak zajisténim piimefenych podminek pfevozu a uchovavani vzorku, tak
v€asnym zpracovanim, které by meélo probéhnout nejpozdéji do 24 hodin od odbéru.
Vysledky by se mély porovnavat pouze s vysledky ziskanymi ze stejného souboru vzorkt

zpracovavanych za stejnych podminek. (29)

7.2 Priutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je dnes pouZivdna jako standardni metoda analyzy bunck
V bunécné suspenzi. Jejim principem je oznaceni analyzovanych bun€k fluorochromem, ktery
Jje navazan nej€astéji na monoklonalni protilatku. Tyto protilatky se nasledné specificky vazou
na svij pfislusny antigen na povrchu ¢i uvnitt buiiky. V cytometru je vySetfovany vzorek
vypuzovan pod velkym tlakem malym otvorem, coZ umozni buiikdm setadit se tésn¢ za sebou
v jednolitém proudu. Ten je po vypuzeni z trysky protindn laserovym paprskem.

Pratokovy cytometr dokéaze rozliSit jednotlivé populace bunék na zadkladé¢ odrazu

cirozptyleni dopadajiciho svétla. Cim je bufika vice granulovand, tim vic svétla odrazi
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(Tyndalltiv jev) a ¢im je bunka vétsi, tim vice dopadajici svétlo rozptyli. Fluorochromy, které
se pred analyzou pomoci protilaitky navazaly na urCité vySetfované bunky, dokazou pod
dopadajicim laserovym paprskem excitovat a vyzafii se tak fluorescencni (exctitované) svétlo.
V soucasné dobé lze diky filtrim pouzit nékolik fluorochromovych barviv, méfit nékolik
vlnovych délek nardz a vySettit tak vice populaci béhem jedné analyzy a z jednoho vzorku,
¢i vySetfit nékolik antigenti pfitomnych na jedné buiice. Zaroveii tato metoda dokéze zobrazit
vztahy mezi nékolika méfenymi parametry, coZ zajiStuje lepSi vyhodnoceni popula¢niho
zastoupeni bunék. K tomu je samoziejmé zapotiebi pouzit 1 odpovidajici pocitaCovy software.

Pritokova cytometrie md v mediciné Siroké vyuziti a to nejen v imunologii, ale
napiiklad v onkologii, hematologii ¢i ve vyzkumu. VySetfeni se provadi z nesrazlivé krve a
na zakladni vysetteni zastoupeni bunécnych subpopulaci stac¢i pouhé dva mililitry krve, ale lze
vysettit 1 naptiklad mozkomisni mok a podobné&. Jedna se pfedevsim o rychlé vySetieni, které
poskytne velké mnoZstvi dat, jeZ je tfeba fadné analyzovat, utfidit a vybrat z vysledkid jen
to podstatné. Nevyhodou predevSim pro mala pracovisté mize byt, ze piistrojové vybaveni je

velmi nakladné. ®®

7.3 Mitogeny

Mitogeny obecné jsou latky bilkovinné povahy, jejichz vlastnosti je vyvolat bunécné
déleni - mitdézu. Neékteré rostlinné lektiny (tzn. proteiny vézajici sacharidové molekuly)
se dnes hojné vyuzivaji pii laboratornich testech jako mitogeny, a to jako polyklonalni
mitogeny pro lymfocyty, zvlasté pak T lymfocyty. Jejich vyhodou oproti jinym specifickym
antigentim, které nejsou specifické pro vSechny TCR, je schopnost aktivovat k mitoze
vétSinovou populaci lymfocyth ve vySetfovaném vzorku. Tyto mitogeny se vazou
na sacharidové ¢asti TCR a zpusobuji tak stejnou reakei, jakou by vyvolala samotna antigen
prezentujici buiika.

Lektinové mitogeny se ziskavaji z rostlin. Nejb&zné&ji pouZivanymi jsou napiiklad
konkanavalin A (ConA) ziskavany ze semen rostliny Canavaliaensiformis, fytohemaglutinin
(PHA) ze semen fazolu obecného (Phaseolusvulgaris), nebo takzvany "pokeweed-mitogen"

(PWM) obsazeny v li¢idle americkém (PhytolaccaAmericana). (29) (30)
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8 METODIKA

8.1 Zkoumany vzorek

Vysetieni bylo provedeno na dvaceti vzorcich pacientské krve, vybér byl ndhodny a
nebyla vyzadovana HLA kompatibilita s kmenovymi buiikami. Kazdy vzorek byl vySetfen
ctytikrat: dvakrat s nestimulovanymi lymfocyty s ptidanim MSC a bez MSC, dvakrat vzorek
lymfocytii stimulovany fytohemaglutininem opét s i bez MSC. Celkem tedy bylo provedeno

osmdesat testu blastické transformace.

8.2 Ziskavani mesenchymalnich kmenovych bunék

Mesenchymalni kmenové buiiky jsou ziskavany od zdravych darci, a to punkci kostni
dien¢ z lopaty kosti panevni. Tento zékrok je pro darce zatézujici, vyzaduje plnou tfidenni
hospitalizaci a provadi se vétSinou v plné narkdze. Zaroven zde hrozi i ur€ité riziko infekce.
Buriky s krvi se odebiraji do heparinu, nacez se odd¢luji gradientovou centrifugaci. (4) (1) (32)

Dale 1ze kmenové buriky ziskat z periferni krve ¢i podkozni tukové tkané. K izolaci
z periferni krve se opét vyuziva gradientové centrifugace, buiiky jsou nasledné sbirany
Z mononuklearni bunécné frakce. Z podkozni tukové tkané se ziskavaji nasledné po liposukci
nebo lipektomii. Po takovém odbéru se musi nejprve tkan enzymaticky natravit kolagenazou
a nasledné se bunky centrifuguji a diakladné promyvaji. (31)

Je zjevné, Ze ziskdvani mesenchymalnich kmenovych bun¢k neni snadné, a to
ptedev$im proto, Ze jen velmi malé mnozstvi z darovanych bunék jsou mesenchymalni
kmenové buiiky. Béhem jednoho odbéru se mize (dle vdhy darce) odebrat maximalné 1500
ml krve s kostni dfeni. Z tohoto mnozstvi je ale pouze 0,001 - 0,01% mesenchymalnich

kmenovych bungék. Z milionu bunék periferni krve je jen asi 1,2-13 MSC. Oproti tomu

Z jednoho gramu tukové tkang ziskame 5x10° MSC, coZ je pét set krét vic, neZ z kostni dieng.
@D
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8.3 lIzolace a kultivace mesenchymalnich kmenovych bunék

Tento projekt probihal v ramci in vitro testovani mesenechymalnich kmenovych bunék
(MSC), které je soucasti klinického hodnoceni probihajictho na Hematologicko-
onkologickém oddéleni (HOO) v Plzni. V této studii byly pouzity rozmrazené a rekultivované
MSC, které byly ziskany v Laboratofi bunééné terapie na HOO. Pracovisté UIA, kde bylo
testovani jejich vlivu na proliferaci lymfocyti provadéno jiz dostalo suspenzi MSC

pfipravenou k testovani.

8.4 Izolace lymfocytu

Biologicky material:

Plna nesrazliva krev odebrana do heparinu.

Pomiicky a vybaveni.
Tkanové zkumavky, sklenéné¢ zkumavky, Pasteurova pipeta, centrifuga, stojan na zkumavky,

rukavice, laminarni box.

Chemikalie:
Roztok Ficoll-Paque (Ficol- Paque™ Premium, GE Healthcare), propiraci roztok RPMI 1640

(Biosera).

8.4.1 Postup

e Sklenénd zkumavka byla z poloviny naplnéna flotaénim roztokem Ficoll-Paque
0 hustoté 1,077 g/(:m3 (+20°C; iO,OOlg/cmS).

e Plnd krev z odbérové zkumavky byla Pasteurovou pipetou opatrné navrstvena
do sklenéné zkumavky na flotacni roztok tak, aby mezi obéma tekutinami vznikla
ostra hranice a nedoslo k jejich vzajemnému promichani.

e Zkumavky byly vloZeny do centrifugy na 25 minut pti 3000 otackach za minutu.

e Po dokonceni centrifugace jsou ve zkumavce viditeln¢ oddéleny jednotlivé frakce
bunék. Na dné jsou usazené erytrocyty a dalsi tézké bunky, nad nimi je flota¢ni roztok
a na jeho hranici s vrstvou plazmy (obsahujici téz trombocyty) lezi viditelny mlééné

zakaleny prstenec lymfocyta.
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e Prstenec byl opatrné odsaty Pasteurovou pipetou a prendan do novych oznacenych
plastovych tkanovych zkumavek. Tyto zkumavky byly naplnény propiracim roztokem
RPMI 1640 cca 1 cm pod okraj a centrifugovany 10 minut pii 1000 otackach
za minutu.

e Supernatant ze zkumavky byl slit a znovu doplnén ¢isty propiraci roztok, pticemz
se centrifugace jesté jednou opakovala, aby byla ziskand populace lymfocytli zbavena
flotacniho roztoku a plazmy, ktera se pii sbéru prstence z hustotniho gradientu dostala
do Pasteurovy pipety.

e Supernatatnt byl slit a buiiky byly pfipraveny pro kultivaci.

e 7 divodu rizika kontaminace byla veSkera manipulace provadéna v laminarnim boxu

se sterilnimi zkumavkami.

8.5 Kultivace

Pro testovani aktivace lymfocytl byla zvolena metoda nespecifické aktivace leukocyt
pomoci mitogenu PHA (fytohemaglutinin, Sigma).

Izolované lymfocyty byly kultivovany z kultiva¢niho média X-VIVO 10 (X-VIVO
10™, Lonza) a to: s piidavkem PHA (o koncentraci 0,04 mg/ml), s pfidavkem PHA a 4x10°
mesenchymalnich kmenovych bun¢k, bez piidavku PHA a bez pridavku PHA s piidavkem
4x10° mesenchymalnich kmenovych bungk.

Cela inkubace probihala v termostatu pii teploté 37°C v pétiprocentni atmosféie CO;
po dobu 72 hodin a po uplynuti této doby se stanovilo procento aktivovanych lymfocytd

V jednotlivych zkumavkéach.

8.6 Test blastické transformace

Biologicky material:
Pro test blastické transformace byly pouZity lymfocyty izolované z plné krve odebrané
do heparinu. Lymfocyty kazdého vzorku byly rozdéleny do ¢tyf zkumavek a kultivovany 72 hodin
V termostatu pii teploté 37°C v pétiprocentni atmosféte CO; s ptidavkem nebo bez ptidavku

MSC a PHA, dle daného testu.
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Chemikdlie: Cycle-Test (BD, USA): roztok A (tripsin, detergenty, PBS), roztok B
(inhibitor tripsinu, enzym RNAza), roztok C (propidium jodid v destilované vodg¢).

Pomiicky a vybaveni:
Cytometrické zkumavky, automaticka pipeta s minimalnim rozsahem 100-500ul, ¢asovac,

chladnicka, membréanovy filtr 45 um, rukavice, pratokovy cytometr.

8.6.1 Postup

e Do oznacenych cytrometrickych zkumavek bylo napipetovdno 500ul suspenze
izolovanych lymfocytu.

e Do zkumavek bylo ptidano 125ul roztoku A z laboratorniho setu Cycle-Test.
Zkumavky byly inkubovany 10 minut pfi laboratorni teplote.

e Do zkumavek bylo pfidano 100ul roztoku B z laboratorniho setu Cycle-Test. Inkubace
probihala dalSich 10 minut pii laboratorni teplot¢.

e Do zkumavek bylo napipetovano 100 pl roztoku C z laboratorniho setu Cycle-Test.
Zkumavky byly inkubovany 15 minut v chladni¢kové teploté 2 - +6°C.

e Po inkubaci piefiltrujeme do novych fadné oznafenych cytometrickych zkumavek

pies 45um filtr.

8.7 Stanoveni procenta aktivovanych lymfocyti

Pro zjisténi miry aktivace zkoumanych lymfocytii byla pouzita analyza fazi bunécného
cyklu pratokovym cytometrem. Pro tuto analyzu byl vyuzit pratokovy cytometr FC500
(Beckmann-Coulter, USA) a vyhodnoceni bylo provedeno v softwaru MultiCycle AV
(Phoenix flowsystems, USA) a CXP (Beckmann-Coulter, USA).

Pfed samotnym stanovenim byla permeabilizovdna bunécnd membrana a odstranéna
interferujici RNA (CycleTEST PLUS, Becton Dickinson, USA).

V priitokovém cytometru byla zjiStovana intenzita fluorescence jaderné DNA predem
oznacené fluorescen¢nim barvivem - propidium jodidem.

Procenta aktivovanych lymfocytli byla procentuelné vyhodnocena v kazdém vzorku,
ato jako procento lymfocyti v ristové fazi G2 a M fazi, procento lymfocytd v klidové
GO fazi a procento v S fazi (Obrazek 1 a 2).
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Obrazek 1, Analyza fazi bunééného cyklu pritokovou cytometrii, negativni kontrola

bez pridavku PHA a MSC
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Obrazek 2, Analyza fazi bunééného cyklu pritokovou cytometrii, test stimulovany PHA

bez pridavku MSC
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8.8 Statistické metody

Pro statistické vyhodnoceni vysledkii z pritokového cytometru byl pouzit
Wilcoxonlv parovy test. Tato metoda vyuziva vyhodnocovani parovych hodnot dvou
méteni jednoho souboru vzorkd (hodnoty X a X’ - to napfiklad v tomto piipad¢ znamena
méFeni pied a po pridani MSC). 2
Samotna analyza pak probéhla ve statistickém programu R project (The R

Foundation for Statistical Comuting).
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9 VYSLEDKY

Test aktivace lymfocyti po nespecifické stimulaci fytohemaglutininem byl
proveden na dvaceti vzorcich pacientské krve. Vzorky byly analyzovany ¢tyfikrat. Dvakrat
byla provedena negativni kontrola, a to s pfiddnim a bez pfidani mesenchymalnich
kmenovych bunék. Dvakrat byl proveden test s nespecifickou aktivaci po ptidani
rostlinného mitogenu fytohemaglutininu, a to opét s piidanim i bez ptidani
mesenchymalnich kmenovych bunék.

V ramci predem stanovené hypotézy byl testovan vliv mesenchymalnich
kmenovych bunék na miru aktivace lymfocytl. StéZejni pro vyhodnoceni hypotézy byla S
a G2/M faze, ktera odrazi schopnost mesenchymalnich kmenovych bunék zadrzet
proliferaci lymfocytti v GO/G1 fazi. Hodnoty byly zpracovany do tabulky (Tabulka 1), kde
jsou porovnany priameérné hodnoty vSech dvaceti vysledki ze souctu S a G2/M faze
u vSech Ctyt testl. Dale byla u vSech testli hodnocena minimélni a maximalni namétena

hodnota a také median.

Tabulka 1, Nespecificka aktivace lymfocyti v zavislosti na pritomnosti MSC [%0]

Negaggnli/l kso(t:ltrola Negat;vll\l/:sk((:)ntrola Test s PHA | Test s PHA a MsC
Pocet méfeni 20 20 20 20
Primér 0,60 0,77 40,89 7,50
Minimum 0,09 0,20 22,40 3,80
Maximum 1,82 1,80 53,80 20,61
Median 0,53 0,64 40,85 6,45

MSC - mesenchymalni kmenové buiiky, PHA - fytohemaglutinin, SD - smérodatna
odchylka

Z naméfenych hodnot (viz Priloha 2 a 3) je jasné patrné, ze mesenchymalni
kmenové buniky utlumily aktivaci lymfocytl ve vSech testovanych vzorcich. Negativni
kontrola probéhla v potfadku, v tomto pfipadé bylo naméteno v priméru jen 0,6%
aktivovanych bun€k. U negativni kontroly s pfidanymi kmenovymi buitkami miiZeme
pozorovat nepatrny narlst aktivity vyvolany kmenovymi bufikami samotnymi 0 0,17%
(p=0,3). Jelikoz ale nejveétsi nameteny vzestup v pritomnosti MSC byl pouhych 1,44% a
téméf polovina vysledkil zaznamenala naopak pokles aktivace, je tento tdaj z praktického
hlediska bezvyznamny.
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Median (tzn. stfedni hodnota) u bunck aktivovanych fytohemaglutininem byl bez
pfiddni mesenchymadlnich kmenovych buné¢k 40,85%. Oproti tomu median u PHA
stimulovanych lymfocytt s pfiddnim kmenovych bunék byl pouze 6,45%. Z toho vyplyva,
ze ve zkoumanych vzorcich byl pokles aktivace zptisobeny pritomnosti mesenchymalnich
kmenovych bunék o 34,4% (median, 40,85-6,45%, p<0,01). Viz Graf 1.

Ovsem dulezitéjSim ukazatelem by mohlo byt spiS rozlozeni vysledkl. Nejvetsi
zaznamenany pokles aktivace ze zkoumanych vzorkl byl o 49,5%. Jedenéact z dvaceti
vzorkli mélo pokles aktivace nad tficet procent, z ¢ehoz 4 byly nad Ctyficet procent.
Naopak nejmensi pokles aktivace byl o 14%, druhy nejmensi o 18%. VSechny dalsi
vysledky mély pokles mezi 20 a 30 procenty.

Graf 1, Boxplot srovnani ¢tyf provadénych testi
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NK- negativni kontrola, PHA - stimulovano fytohemaglutininem, MSC - s pfidanim

mesenchymalnich kmenovych bunék

Na grafu ¢€.1 je ndzorné vidét, jak zanedbatelné hodnoty oproti PHA stimulovanym

Vv

hladindch a rozloZeni jednotlivych vysledki se liSi jen o zlomky procent. VSechny
namétené hodnoty jsou podobné, at’ uz u testu s nebo bez pfidanych MSC, a rozdil hodnot

mezi obéma testy je zanedbatelny.
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Graf ¢. 2 uz Iépe znazoriuje porovnani negativnich kontrol. Diky pfiméfenému
méfitku grafu lze ovéfit, Ze medidny hodnot se skutecné lisi jen o zlomek procenta. Ale
prestoze jde jen o hodnoty zanedbatelné a statisticky nevyznamné, je na vysledcich
negativni kontroly s ptidavkem mesenchymalnich kmenovych bunék patrné $irSi rozlozeni

vysledkd.

Graf 2, Boxplot - negativni kontroly
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NK- negativni kontrola, MSC - s piidanim mesenchymalnich kmenovych bun¢k

Graf €. 3 je pro téma této bakalaiské prace stéZejni. Znazornuje graficky rozlozZeni
vysledkti naméfenych pii analyze testd stimulovanych fytohemaglutininem, a to s a bez
ptidavku mesenchyméalnich kmenovych bunék.

Z grafu je na prvni pohled patrné, Ze hodnoty vzorki stimulovanych pomoci PHA
bez ptidavku MSC jsou oproti testu s pridavkem MSC velmi vysoké. A to natolik, Ze se ani
krajni hodnoty nepiekryvaji, z ¢ehoz lze usuzovat jisty statisticky vyznam. Zatimco
hodnoty testu stimulovaného pouze pomoci PHA zaujimaji Siroké rozmezi ptekracujici
na jedné strané¢ 50% a na spodni hranici se blizici 20%, vSechny testy kultivované s MSC
se drzi v rozmezi kolem 10%. Tento graf tak dopliluje statistické vypocty primérnych

hodnot, jelikoZ zohlediiuje vSechny namétené hodnoty a jejich rozdilnosti.
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Wilcoxontv test potvrdil, Ze rozdily namétfenych hodnot mezi testem PHA

stimulovanych lymfocyti s MSC a bez MSC jsou statisticky vyznamné.

Graf 3, Boxplot - testy stimulované PHA
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DISKUZE

V bakalaiské praci s ndzvem "Vliv mesenchymalnich kmenovych buné¢k
na hodnoty lymfocytarniho prolifera¢niho testu" byl stanoven jeden hlavni cil.

Cilem prace bylo ovétit, zda mesenchymalni kmenové buiniky maji skute¢né
prokazatelny vliv na proliferaci lymfocytd. Dil¢imi tkoly pak bylo zjistit, do jaké miry je
proliferace lymfocytd ovliviiovana, zda-li maji mesenchymalni kmenové buniky vyrazné
a efektivni imunomodula¢ni vlastnosti, zda zalezi na HLA kompatibilité a jestli nemohou
mit kmenové buiiky na lymfocyty ptijemce naopak imunogenni vliv.

Samotny vyzkum byl proveden v laboratotich Ustavu imunologie a alergologie
Fakultni nemocnice Plzenl. Mesenchymalni kmenové buiiky pouzité pii vyzkumu byly
odebrany zdravym darcim a pfipraveny hematoonkologickym oddélenim Fakultni
nemocnice Plzen. Krev pouzitd pfi vyzkumu byla odebrana dvaceti pacientim Fakultni
nemocnice Plzei, jejich identita nema pro tuto praci vyznam, proto vesSkeré vzorky nesou
jen Ciselné oznaceni 1-20.

Hlavni metodou vyzkumu byl test aktivace lymfocyt, neboli test blastické
transformace, zalozeny na principu nespecifické aktivace lymfocyti izolovanych z plné
krve s fytohemaglutininem (PHA), rostlinnym mitogenem ziskavanym z fazolu obecného.
Tento test je velmi ¢asové a technicky naro¢ny. Veskera manipulace se vzorky a predevs§im
izolace lymfocytl probihala v lamindrnim boxu za piisné sterilniho prosttedi, aby nedoslo
ke kontaminaci vzorkd, které by mohly béhem kultivace pierust infekénimi kulturami.
Lymfocyty byly izolovany gradientovou centrifugaci na ficollové vrstvé. Kultivace
probihala 72 hodin v termostatu pii 37°C v pétiprocentni atmosféfe CO2 a vyhodnocovani
vysledki v pritokovém cytometru.

Kazdy z dvaceti vzorkt byl kultivovan ¢tyrikrat. Jednou jako negativni kontrola bez
pridani PHA a MSC, podruhé jako negativni kontrola bez ptidavku PHA ale s pfidavkem
MSC, potieti s piidavkem PHA a bez ptidavku MSC a poctvrté s pfidavkem PHA a MSC.
Bé&hem kultivace doslo k mitogenem indukovanému spusténi intraceluldrni kaskady, ktera
je zakoncena v jadfe bunky a zapocina transkripci genil pfimo zodpovédnych za bunécnou
proliferaci. U vzorkt aktivovanych pomoci fytohemaglutininu tedy doSlo k piechodu
lymfocytl z klidové faze buné¢ného cyklu GO/G1 do aktivni faze S+G2/M. Behem téchto
zmén v aktivité¢ buiky a jejiho pfechodu mezi fizemi doSlo ke zménam v koncentraci

DNA, které¢ bylo mozné detekovat v pritokovém cytometru FC500 (Beckmann-Coulter,
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USA), a to kvantitativnim ozna¢enim DNA fluorescenénim barvivem propidium jodidem
(P1).

K vyhodnoceni byl pouzit pocitacovy software MultiCycle AV (Phoenix flow
systems, USA) a CXP (Beckmann-Coulter, USA). Vysledky byly statisticky zpracovany
Wilcoxonovym parovym testem ve statistickém programu R project (The R Foundation for
Statistical Comuting) do boxplott, které graficky znazornuji rozloZzeni vysledkt, median,
prvni i tieti kvartal a maximalni, a minimalni hodnoty (Graf 1,2 a 3).

Dle teorie dokdzou mesenchymalni kmenové buiky interagovat s imunitnim
syst¢tmem, a to tak, ze pifimo ovliviuji imunitni odpovéd’ inhibovanim dvou
imunosupresivnich cytokini jako napiiklad IL-10.

Studie prokazaly, Ze jsou mesenchymalni kmenové bunky schopny ovlivnit
(inhibovat) proliferaci T lymfocytu, jsou-li s nimi kokultivovany. Vysledky této prace
se shoduji s vysledky dalSich vyzkumii a potvrdily, ze MSC skutecné vyrazné€ inhibuji
nespecificky indukovanou proliferaci T lymfocytu.

Median vyslednych hodnot aktivace bunck aktivovanych fytohemaglutininem byl
bez ptridani mesenchymalnich kmenovych bunék 40,85%. Median aktivace bunék
stimulovanych fytohemaglutininem a kultivovanych v pfitomnosti MSC byl pouze 6,45%.
Z téchto hodnot miizeme vypocitat rozdil obou vysledki, ktery fika, ze pokles aktivace pii
kultivaci lymfocytli s mesenchymalnimi kmenovymi buitkami je 34,4%, coz uz je hodnota
velmi vyznamna. Samoziejmé u vSech vzorka byl rozdil hodnot individualni (Graf 3). To
je pripisovano individualnim fyziologickym rozdilim mezi pacienty a také nemoznosti
uplné standardizace vysSetfeni testem blastické transformace, které je kviili pouZiti periferni
krve zatizené velikou chybou.

Nejveétsi vliv na spravnost vysledkii maji preanalytické vlivy jako odbér, teplota
transportu, délka transportu, doba uchovavani pted zpracovanim, které by mélo prob&hnout
co nejdiiv (idedlné do 4 hodin po odbéru). Sviij vliv na riznorodost vysledki ma i lidsky
faktor a fakt, Ze test aktivace lymfocytd neni béZné provadénym vySetfenim. Dvacet
vzorkl bylo od pacientli nasbirano béhem necelych ¢tyf mésicli. Proto je test blastické
transformace povazovan za takzvanou semikvantitativni metodu, kterou je mozné urcit
pouze orientacné, zda k poklesu aktivace doslo, ¢i nikoliv a pfipadné o kolik, ovSem toto
¢islo miZzeme porovnavat jen s vysledky ziskanymi za stejnych podminek.

Vysledky miizeme porovnat s vyzkumem, ktery probéhl na Ustavu imunologie

a alergologie Fakultni nemocnice v Plzni v roce 2011. ® Dle tehdejsiho vyzkumu
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na dvaceti vzorcich byly naméfeny hodnoty poklesu aktivace o 17%, ptiCemz PHA
stimulované lymfocyty bez MSC dosahly v medidnu stupné aktivace 35,4% a stimulované
lymfocyty kultivované s MSC 18,5%. Rozdil téchto vysledkl je zhruba o polovinu mensi
nez vysledek naméfeny v radmci této bakaldiské prace. Tento rozdil je ptikladan
individualni rozdilnosti jednotlivych pacienttl, jiz zmiiovanym preanalytickym vliviim a
predevsim dob¢, kterd oba vyzkumy délila. Jelikoz nemizeme zarucit stejné podminky
dodrzované u obou vyzkumt, nemizeme jejich vysledky kvantitativné srovnavat. Nicméné
kvalitativné oba vyzkumy prokazaly vyznamny imunosupresivni vliv MSC.

Ze zahrani¢nich vyzkuma je dobré zminit vyzkum provadény v Chicagu
(University of Illinois) z roku 2001. ®¥ Vyzkum se provadél s mesenchymalnimi
kmenovymi bunkami paviani a zkoumala se jejich schopnost potladit proliferaci
stimulovanych lidskych lymfocyti jak in vitro, tak i in vivo u transplantace kozniho §tépu.
Vysledky tohoto vyzkumu zaznamenaly pokles proliferace lymfocyti o cca 50%. Tento
efekt byl jesté zvysSen piidanim vétsiho mnoZstvi a mohl byt snizen ptidanim IL-2. Zaroven
tento vyzkum dokézal, ze pti podani MSC dochazi k delsimu piezivani transplantované¢ho
koZniho §tépu.

Vezmeme-li v potaz cile a vyzkumné otazky stanovené na zacatku této prace,
je mozné na né jiz odpovedét.

Mesenchymalni kmenové bunky skutecné a prokazateln¢ ovlivituji nespecificky
indukovanou proliferaci lymfocytii. U lymfocyta aktivovanych fytohemaglutininem doslo
pii vzajemné kokultivaci s mesenchymalnimi kmenovymi buitkami k vyraznému poklesu
aktivace.

Timto zjiSténim je mozné navazat na dal$i vyzkumnou otadzku, kterou je mira
ucinku mesenchymalnich kmenovych bunék na proliferaci lymfocytd. Z vysledkid této
prace ziskanych testem blastické transformace lze fici, ze pokles aktivace je velmi
vyznamny. V medidnu doSlo k poklesu z plivodnich 40,85% na 6,45%. To je pokles
0 34,4%, cozZ je o vice nez tii Ctvrtiny. Z tabulky v Pfiloze €.5 lze jednoduSe vycist, Ze
nejvetsi pokles aktivace byl o celych 49,5% a jedendct z dvaceti vzorkli méli pokles
aktivace nad tficet procent, Z ¢ehoz 4 byly nad Ctyficet procent. Naopak nejmensi pokles
aktivace byl o 14%, ovSem jen dva vysledky byly pod dvacet procent.

Z vysledki provedenych negativnich kontrol lze usuzovat, Ze 1 kdyZ nebyl pii
vybéru pouzitych mesenchymdalnich bunék bran zietel na kompatibilitu HLA systému
darce a ptijemce, nedoslo k Zadné reakci na cizorody antigen. Kompatibilita HLA systému

nebyla prezkoumana, proto je mozné, ze u nekterych vzorka doslo ke shodé¢ HLA antigenti
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u MSC a lymfocyti. Presto je statisticky nepravdépodobné, ze by tento stav nastal u vSech
dvaceti vzorkll od dvaceti riznych pacientti. U zadného vzorku ale nedoslo v negativni
kontrole (test bez stimulace PHA a s ptidavkem MSC) k imunitni reakci v podobé¢ aktivace
lymfocyti. Z toho lze usuzovat, ze mesenchymalni kmenové buinky samy o sob¢
nevyvolavaji u prijemce imunitni odpovéd’, a to i v pripade, ze se neshoduji v HLA
systému.

Déle nés zajimalo, zda nemaji mesenchymdalni kmenové builky imunogenni vliv
na lymfocyty ptijemce. Z vysledki Ize vycist, ze v pruméru doslo k nepatrnému navysSeni
aktivace u negativni kontroly inkubované v pfitomnosti MSC oproti negativni
kontrole inkubované bez MSC. Pramér téchto rozdilti byl 0,17%. Nejvyssi naméfeny rozdil
byl nartast o 1,44%, ovSem jen u dvou vysledka byl narist aktivace vétSi nez jedno
procento a téméf polovina vysledkti naopak zaznamenala pokles aktivity. Tim padem lze
tyto hodnoty povazovat za bezvyznamné, pro pouziti v praxi zanedbatelné, a fict, ze
mesenchymalni kmenové buiiky imunogenni vliv na lymfocyty pacienta nemaji.

Pokud vezmeme v uvahu vSechna fakta a piihlédneme k vysledkim ziskanym
Vv ramci vyzkumu k této praci, mizeme vSechny poznatky shrnout a ziskat tak odpovéd
na hlavni problém, kvili kterému tento vyzkum viibec probéhl. Je jim praktické vyuziti
mesenchymalnich kmenovych bunék jako imunosupresivniho terapeutického prostredku,
naptiklad pro pacienty po transplantaci kostni dien¢. Vzhledem k naméfenym hodnotam
muzeme fict, ze mesenchymalni kmenové buiky lze skutecné pouzit v praxi jako
imunosupresivum a jsou pracovisté, jako naptiklad Fakultni nemocnice v Plzni, kde se tato
1écba uspésné vyuziva.

Jejich vyuziti mad mnoho nespornych vyhod. V prvé tad€ nezatézuji toxicky
organismus jako chemické léky podévané k potlaceni imunitni odpovédi a jejich funkéni
mechanismus je na principu udrzeni lymfocyta piijemce v klidové GO/G1 fazi, aniz by je
poskodily nebo usmrtily. Cili je jejich pouZiti pro pacienta Setrn&j§i a mechanismus ué¢inku
je prirozené€jsi. Déle samy o sobé nevyvolavaji imunitni reakci v organismu pacienta.
Nejsou imunogenni a nezaleZi ani na kompatibilit¢ HLA systému, takze MSC mohou byt
podany jakémukoliv pacientovi, coZ velmi usnadiiuje jejich podavani. Jejich ucinek je
velmi vysoky. Aktivaci lymfocytl nedokdZou potlacit Upln€, ale dokaZou imunitni
odpovéd’ snizit primérné na necelou ctvrtinu jejiho normalniho G¢inku. Tyto vlastnosti
mnohonasobné snizuji mozZnost odvrhnuti transplantovaného S$tépu, poptipadé naopak

reakci stépu proti hostiteli.
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Nevyhodou pak miize byt nutnost zajisténi zdravych darci kmenovych bunck a
jejich ziskavani vcetné ndroéné a zdlouhavé pripravy a kultivace. Na to je potieba
specializované a vybavené pracovisté napojené na systém ziskavani darci, které dokaze
bunky spravné zpracovat. Kazd4a davka mesenchymalnich kmenovych bunék se musi pied
podanim nejprve otestovat, zda reaguji tak, jak maji, a to pravé pouzitim testu blastické
transformace. I k tomu je potieba dalStho vybaveni, protoze jak uz bylo feceno, test
blastické transformace je jak technicky, tak ¢asové naro¢ny.

Ptesto ale pozitiva vyvazuji negativa. Vyuziti MSC v praxi jako imunosupresiva je
pomérné novad metoda, kterd posouvd medicinu dal k modernéjSimu zpiisobu 1éCby,

u¢innéjSimu a SetrnéjSimu pro pacienta.
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ZAVER

Cilem bakalafské prace s nazvem "VIliv mesenchymdlnich kmenovych bunck
na hodnoty lymfocytarniho proliferacniho testu" bylo zjistit, zda je vhodné pouzivat
mesenchymalni kmenové buiiky pro imunosupresivni 1é¢bu pacientli po transplantacich,
pfedevsim po transplantacich kostni dfené. Lécba pomoci MSC obecné je pomérné nové a
V posledni dobé velmi diskutované téma, coZ byl hlavni divod k tomu zjistit, zda je jejich
vyuziti jako lécebného prostiedku pro pacienta vhodné.

V teoretické Casti byla nastinéna fakta pottebnd k pochopeni celkové problematiky.
Prace se zabyvala charakteristikou a diferenciaci mesenchymalnich kmenovych bunck
I T lymfocytl, dale jejich vzajemné interakci a principu tlumeni lymfocytarni imunitni
odpovédi. Nastinila prabéh bunécného cyklu, ktery MSC dokazou ovliviiovat, a takeé
se zaobirala problematikou transplantaci a jejich komplikaci, jako je odvrhnuti §tépu ¢i
naopak reakce Sté€pu proti hostiteli.

V praktické ¢asti byl stanoven hlavni cil, a to zjistit, zda MSC ovliviuji proliferaci
lymfocyt. Dil¢imi problémy pak byla mira tlumeni proliferace lymfocytii v zavislosti
na kokultivaci s mesenchymalnimi kmenovymi bufikami. Dale se prace zaméfila
na moznost imunogenity mesenchymalnich kmenovych bunék vuci lymfocytim a také
na zavislost ve shodé HLA antigeni darce kmenovych bun¢k a HLA antigenti piijemce,
coz by komplikovalo jejich pouziti jako univerzalniho 1écebného prostiedku.

Vyzkum byl proveden v Ustavu imunologie a alergologie Fakultni nemocnice
Plzen. Biologickym materialem byla nesrazliva plna krev ziskana od dvaceti pacientt,
U nichz nebyla zjistovana HLA kompatibilita s pouzitymi mesenchymalnimi kmenovymi
buitkami. Vzorky byly analyzované testem blastické transformace s nespecifickou aktivaci
fytohemaglutininem a s pouzitim lymfocytd izolovanych gradientovou centrifugaci
na ficollové vrstvé. VSechny vzorky byly kultivovany ctyfikrat. Jednou jako negativni
kontrola bez ptidani PHA a MSC, podruhé jako negativni kontrola bez pfidavku PHA ale
s ptidavkem MSC, potteti s pfidavkem PHA a bez ptidavku MSC a poctvrté s piidavkem
PHA a MSC. Kultivace probihala 72 hodin pti 37°C v 5% CO; atmosféfe. Po kultivaci
byly vzorky fluorescencné oznaceny propidium jodidem a analyzovany na pratokovém
cytometru.

Po statistickém vyhodnoceni vysledkil bylo dokdzano, Ze mesenchymalni kmenové

bunky skutecn€ ovliviiuji proliferaci lymfocytli do takové miry, Ze je lze pouzit jako
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imunosupresivum. Zaroven nevykazuji vyraznou imunogenitu ani nutnost shody HLA
systému, tudiz je jejich pouziti univerzalni.

Vysledkem této prace je tedy potvrzeni, ze MSC lIze vyuzit k potransplantac¢ni 1écbé
jak k utlumeni lymfocyti piijemce, tak k zabranéni reakce S$t€pu proti hostiteli. Jejich
pouziti je univerzalni a oproti chemickym imunosupresivim i Setrnéjsi, pfiCemz toxicky
nezatézuje organismus. TO jsou zjevné a vyznamné vyhody pouziti kmenovych bungk,
které vyvazi 1 naro¢néjsi postup jejich ziskavani, ktery je nejvice zavisly na dostatecném
mnozstvi darcl. Z tohoto diuvodu by bylo pfinosné rozsitit informace o moznostech této

1écby do obecného povédomi vefejnosti.
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PRILOHY
Priloha 1

Mikroskopicky snimek kultury MSC adherované na stény kultiva¢ni nadoby

Zdroj: (4)



Priloha 2

Tabulka hodnot namétenych pritokovou cytometrii

% Bez PHA, bez MSC] Bez PHA, s MSC | S PHA, bez MSC S PHA, s MSC
R GO| s |G2/M] GO S |G2/M] GO s |Gc2/M| GO S G2/M
1] 99,6/ 0,3 0,06] 98,2 1,8 0} 66,5 25,6 7,8] 96,2 2,5 1,3
2] 99| 0,7 0,2] 99,1 0,9] 0,01} 77,6 18 44] 91,8 5,4 2,8
3] 99,7 0,2| 0,08} 99,6/ 0,39 0,03] 61,3 30,6( 8,05] 95,7 2,9 14
4] 99,9( 0,07 0,02] 99,4 0,6 0}y 50,8 45,9 3,2] 87,5 10,2 2,3
5] 99,4 0,6( 0,08} 99,8| 0,19 0} 46,2 45,2 8,6] 95,7 4,3 0
6] 99,6| 0,14 0,2] 98,8 0,76 0,4] 62,7 37 0,25] 90,8 9,1 0
7] 99,7| 0,2| 0,03] 99,8( 0,13| 0,03] 54,8| 35,6 9,5 90,4 7,3 2,3
8] 99,2| 0,76 0} 98,4| 1,6 0} 58,09| 35,86 6,04] 91,8| 6,15| 2,06
9] 99,6/ 0,39| 0,05] 99,2 0,6| 1,15y 47,6| 42,7 9,6] 90,3 9,7 0
10] 98,2 1,8 0,02) 99,4 0,6| 0,03] 58,6/ 31,3 9,1} 93,6 6,4 0
11)] 98,4 0,4( 0,13]99,5( 0,5 0 70 24 5,5] 88,9 9,8 1,24
12] 99,1 0,9 0} 89,8| 0,2 0} 68,9 25,9 5,2] 96,12 3,87| 0,008
13) 99,3 0,69 0} 88,5 0,5 0 68| 25,5 6,4 95,3 4,31 0,38
14} 990,91 0,01)99,2| 0,8 0y 44,9 47,9 7,2 91,5 8,5 0,14
15} 99,5( 0,47 0,05y 99| 0,6 0,4] 58,6/ 334 7,9 96,5 2,91 0,58
16] 99,5( 0,47 0,01] 99,3| 0,5 0,3] 66,8 26,8 6,4 94,7| 5,19| 0,13
17] 99,6 0,43 0} 88,8| 0,2 0} 45,3| 41,1 9,6 94| 4,96 0,9
18] 99,4 0,4| 0,16] 99,4| 0,5/ 0,14} 58,9 32,6 7,5 93,5 4,2 2,3
19) 99,4| 0,49 0,12} 99,5| 0,45 0} 56,9 36 6,9] 96,2 2,7 1,1
20) 99,6/ 0,4 0oy 99| 0,7 0,3] 52,2 39 8,7) 79,12| 18,36] 2,25




Priloha 3

Tabulka hodnot aktivace lymfocytt

Aktivované lymfocyty - S+G2/M

C.vz. |Bez PHA, bez MSC| Bez PHA, s MSC | SPHA, bez MSC | S PHA, s MSC
1 0,36 1,8 33,4 3,8
2 0,9 0,91 22,4 8,2
3 0,28 0,42 38,65 4,3
4 0,09 0,6 49,1 12,5
5 0,68 0,19 53,8 4,3
6 0,34 1,16 37,25 9,1
7 0,23 0,16 45,1 9,6
8 0,76 1,6 41,9 8,21
9 0,44 1,75 52,3 9,7

10] 1,82 0,63 40,4 6,4

11 0,53 0,5 29,5 11,04
12 0,9 0,2 31,1 3,878
13 0,69 0,5 31,9 4,68
14 0,92 0,8 55,1 8,64
15 0,52 1 41,3 3,48
16 0,48 0,8 33,2 5,32
17 0,43 0,2 50,7 5,86
18 0,56 0,64 40,1 6,5

19 0,61 0,45 42,9 3,8

20} 0,4 1 47,7 20,61




Priloha 4

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN

e

Utvar naméstka pro oSetfovatelskou péci

ory

—
el
NEMOCNNCE PLIEN

Vazena pani

Alena Pechova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra teoretickych obort

Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi Zadosti Vam jménem Utvaru nameéstkyné pro oSetfovatelskou péci FN Plzen udéluji
souhlas se sbérem informaci o laboratornich metodach, pouZivanych v Ustavu imunologie a
alergologie (UIA) FN Pizeri. Tento souhlas je vydavan, pii splnéni niZe uvedenych podminek,
v souvislosti s vypracovanim Vasi bakalarské prace s nazvem ,Viiv mesenchymalnich kmenovych
bunék na hodnoty lymfocytarniho proliferacniho testu”.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setreni ve FN Plzen:

. Vedouci zdravotni laborantka UIA souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setieni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientd a dodrZovani Hygienického planu FN Plzer. Vase Setreni

bude provedeno za dodrZeni vsech legislativnich norem. zejména s ohledem na

platnost zdkona ¢. 372/2011 Shb., o zdravotnich sluZzbach a podminkach jejich poskytovani,
v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientti, které budou uvedeny ve Vasi bakalafské praci,
musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, skolou schvalené, odborné praxe a pod pfimym

vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je Ing. Bc. Tomas Vias, odb.
prac. v laboratornich metodach UIA FN Plzen.

Po zpracovani Vami zjisténych Gdajd poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice ¢i organizaénimu
celku FN Plzer zavéry Vaseho 3Setieni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledk Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich

poradanych FN Pizen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikl sVami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami narusovala pinéni pracovnich povinnosti zaméstnanctli. Spoluprace zaméstnancu
FN Plzen na Vasem Setfeni je dobrovolna a je vyjadienim ochoty ke spolupraci oslovenych
zaméstnanct FN Plzefi s Vami.
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