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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové bunky (mesenchymal stem cells — MSCs) maji schopnost
modulovat imunitni odpovéd’. K pisobeni na imunitni buiiky vyuzivaji fadu mechanismu.
Jednim z nich je mitochondrialni pfenos. Ptijeti mitochondrii od MSCs indukuje v imunitnich
bunikach metabolické zmény, a podporuje tim jejich pfesmyk na protizanétlivy fenotyp. Diky
svym vlastnostem maji MSCs potencidl pro vyuziti v terapiich, naptiklad v 1éc¢be
autoimunitnich onemocnéni. Problémem terapii vyuzivajicich MSCs je jejich nizka ucinnost,
ktera je zptisobena piedevsim vysokou umrtnosti kmenovych buné¢k po transplantaci. Aby bylo
dosazeno alespoii néjakého ucinku, je potieba velkého poctu bunék, ktery lze ziskat pouze
expanzi in vitro. AvSak dlouhodobd kultivace ma negativni vliv na MSCs a jejich
imunomodula¢ni ptisobeni. Podpoteni funkce MSCs by mohlo vést ke zvySeni ti¢innosti terapii.
Cilem této prace bylo zjistit, zda lze stimulaci MSCs vybranymi faktory modulovat

mitochondrialni pienos.

MSCs byly ovlivnény rapamycinem, rastovym faktorem podobnym inzulinu 1 (insulin-
like growth factor 1 — IGF-1), interferonem gama, nebo oligomycinem a nasledné byl zkouman
vliv téchto faktori na mitochondrie a jejich pfenos do imunitnich bunék, metabolismus a
imunomodula¢ni plisobeni MSCs. Ukazali jsme, ze stimulace MSCs IGF-1, nebo
oligomycinem vede ke zvySeni pfenosu mitochondrii do imunitnich bunék a Ze mitochondrie
jsou preferencné predavany aktivovanym  bunkdm s prozanétlivym  fenotypem.
Imunosupresivni U¢inky MSCs na T-lymfocyty zlstavaji po stimulaci IGF-1, nebo

oligomycinem zachovany.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové bunky, imunitni buiiky, mitochondrie, metabolismus,

mitofagie, rapamycin, ristovy faktor podobny inzulinu 1, interferon gama, oligomycin



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) have the ability to modulate the immune response. They
use several mechanisms to affect the function of immune cells, and mitochondrial transfer is
one of them. Recieving mitochondria from MSCs induces metabolic changes in immune cells,
thereby promoting their shift to an anti-inflammatory phenotype. Due to their properties, MSCs
have a potencial to be used in therapies, for example in a treatment of autoimmune diseases.
The problem of MSCs-based therapies is their low efficacy, mainly due to the high mortality of
stem cells after transplantation. In order to achieve at least some effect, the large number of
cells is needed for application. The required number of cells can be obtained only by in vitro
expansion. However, a long-term culture has a negative impact on MSCs and their
immunomodulatory properties. Enhancing MSCs function could increase the efficacy of
MSCs-based therapies. The aim of this thesis was to determine whether mitochondrial transfer

can be modulated by stimulation of MSCs with selected factors.

MSCs were treated with rapamycin, insulin-like growth factor 1 (IGF-1), interferon
gamma, or oligomycin. Then the effect of these factors on mitochondria and their transfer to
immune cells, metabolism, and immunomodulatory properties of MSCs was analyzed. We
showed that stimulation of MSCs with IGF-1, or oligomycin leads to increased mitochondrial
transfer to immune cells and that mitochondria are preferentially transferred to activated
immune cells with a pro-inflammatory phenotype. The immunosuppressive effects of MSCs on

T cells are maintained after stimulation of cells with IGF-1, or oligomycin.

Key words: mesenchymal stem cells, immune cells, mitochondria, metabolism, mitophagy,

rapamycin, insulin-like growth factor 1, interferon gamma, oligomycin



Obsah

Seznam PouZityCh ZKIAtEK........c.eeoiiiiiieieiece ettt st e st e et e e e ssaeseesraesraensteenses
I TVOQ ettt 1
N U5 1 ¢ 0 1Y 0 ) (=) 11 T USSRt 2
2.1 Charakterizace mezenchymalnich kmenovych bun€k..............ccocooiiiiiiniiiiiiiie 2
2.1.1 Imunomodulacni fUnKCe..........coouiiiiiiiie e 3

2.2 Terapeutické vyuziti mezenchymalnich kmenovych bunék............ccocceviriinininiinicnencnenne 5
2.2.1 Faktory ovIiviiujici GCINNOSE tETAPII....cveertieriierierieeieeie ettt 5

2.3 Mitochondrie mezenchymalnich kmenovych bunék............cccooveviiviiiiciinciieicieiece e 7
2.3.1 Mitochondridlni dynamika ............coceeiiiiiiiiiiii e 7
2.3.2 Mitofagie a biogeneze mitOChONAITi...........cccverviririiiriierieerieeie et 8
2.33 Reaktivni formy KysHKU ........oocuieiiiieiee e 9

2.4  Pfenos mitochondrii z mezenchymalnich kmenovych bunék ..........c.cccevveviinciiicienieenenne, 10
2.4.1 Mechanismy mitochondrialniho prenosu .........ccceeeerieiiiriiieiieeee e 11
2.4.1.1  Tuneloveé NanOtrUbICKY ......ccveiieriieeiiciiee ettt ere et sere st eeebe b e esseesees 12
2.4.1.2  Extraceluldrnd VACKY ......ccoeiiiiiiiiiiieeee et 12

24.2 Ptenos mitochondrii do imunitnich bun€k............cccooiriiiiiinie, 13
2421 MAKIOTAZY ...eeiiiiieeiieeie ettt ettt ettt ettt ettt esae e sttt s nes 13

R S ) 111 {0 To) i PSSR 14

L0 1 o] o oSSR 16

4 Materialy @ MELOAY .....viiviiiieiiesiecie ettt e ste st e e e e te et e streseseesseessaesseessaessaeasseesseessaesseenseenes 17
4.1 ZIVITALA .ottt b e bt bttt et e bt e bt e bbbt et e b e aee 17
4.2 MEAIA....eieieeieiieeee ettt ettt e b et et e se e st e seert e b e eteesteseeneensenseenean 17
4.3 ROZEOKY vttt ettt ettt et e et e e s ta e s tbessbeasbeebeesbaessaeesbeesbeesseensaennes 17
4.4 TeChNICKE VYDAVENI......ieiuiiiiieiiiieieeie ettt ettt ettt ettt et ettt sb e sateenteenteesbeesaeesnneeas 18
4.5 L) 0 (SRR P 18
4.6 [zolace a KUItIVACE MISCS ....coouiiiiiieiieiiectieee ettt sttt ettt e ese e 19
4.7 OVIVIENT MSCS ..ttt ettt ettt ettt s ae et et e eet et e e st ene e seeneeneesseenean 19
4.8 ANALYZA MSCS ittt ettt b e ettt es 21
4.8.1 PrUtOKOVA CYLOMEIIIC ...euvveevieeiieiieeieeeiieciteeere e ere et e steeseaestaeesbeesseeteessnessseseseesseesseesens 21
4.8.1.1  Fenotypizace MSCS......cocieiiiiiiiiiiieienieetee sttt sttt s 21
4.8.1.2  MEFeni MILOTAZIC ..ccuveiveirieiieiiiecieeieete ettt ettt aeebe e b e e teesteesesessvessseesseesseenens 22

4.8.1.3 Me¢feni mitochondridlni masy a membranového potencidlu mitochondrii................ 22
4.8.1.4  METeni ROS @ NO ..ottt sttt et 23

4.8.2 Fluorescencni MIKIOSKOPIC.......eivuiiiiiiiiiieeiecieeeiee et cre et ettt streeveeveebeesaaesene e 24
4.8.3 WS EEST ettt sttt eht et bt ettt et et sb e et e s b e e it et ebe et e b eaeen 25
4.8.4 Kvantitativni polymerazova fet€Zova 1€akCe .......ccvevveevievrierieeiiiesiie e e e esreesee e 25
4.8.4.1  1Z0lace RINA ..ottt sttt et s 25

4.8.4.2  ReEVEIZNI trANSKIIPCE ....viiviitieiieciieeireeire et eteeteesteestaeeaeesbeesbeesteestaesssesssesesesssessseensns 26



4.8.4.3  METEnT QPCR ..ottt s 26

4.8.5 Meéteni metabolické aktivity s vyuzitim Seahorse analyze€ru.........c.ccccevevvevvereenvennnnns 27
4.8.5.1  BCA MEOAA ....couiiiiiiiii ittt sttt ettt ettt et be e 28

4.9 ANALYZA SPICNOCYLU ..evvieiieiieeieeiieiteiee st e st esteeste e e e teesteeseseesseesseessaessaesssessseasseessaesseenssenns 28
49.1 1Z01aCE SPIENOCYLU ...couvieiieiiieiie ettt ettt ettt et as 28
4.9.2 Kokultivace MSCS @ SPIENOCYLU ....cveereeereiieiieiierieenieeie et ereeieesseeseresaeeseesseesseessnenes 29
493 PrOtOKOVA CYLOMELITE «...eueiiiiieiiietiestiest ettt ettt ettt ettt sb e st saeeeeeebeesaeesaeeea 29
4.9.3.1 Mgieni prenosu mitochondrii z MSCs do splenocytill ........cccvevververrenveecreerieeeeenens 29
4.9.3.2 Meéfeni intraceluldrnich cytokind a transkripénich faktorti ..........cccoeoeeiiiiiiiecnnn 30
4.10  StatistiCk@ ANalYZa......c.cocuiiiuiiiiee ettt 32
YA ] T | 2RSS 33
5.1 PIVIE CAS .ttt sttt et et e bt e s bt e s ae e et e et e e bt ebeees 33
5.1.1 FenotypiZace MISCS......oiiiiiiiiiiiieieecie sttt eie et staesveesbeese e teessaesesessseesseesseesens 33
5.1.2 Mitochondridlni pienos z MSCs do Splenocytll ........cceeveeiieiiieriienienieeieeie e 34
5.1.3 Uspotadani mitochondrii V- MSCS......cccuvviiiiiiriieniesiecie et eieetesee e sve e esreesieesene e 35
5.1.4 MItOTAZIE VIMISCS ...ttt ettt e sat e st ete e beesbeesnte e 37
5.1.5 Mitochondridlni masa a membranovy potencial mitochondrii MSCs..............ccueeueene.. 37
5.1.6 Mitochondridlni dynamika t MSCS .......oocuiiiiiiiiiiieee ettt 38
5.1.7 MetaboliSINUS MSCS ..ottt sttt sne s 39
5.1.8 Produkce ROS @ NO MSCS.....cviiieieieieieieitetesie ettt ettt sseeaessessnensesseenes 40
5.1.9 I 115110 1 TSR PTRRSRPP 41
5.2 DIUNA CASt.uuieieiieiieieeeeee ettt ettt ettt e et st et e be st e b e te et e teeneenseeseensesenneens 42
5.2.1 Mitochondridlni pfenos z MSCs do SPIENOCYL .....ccveevvvererieieeiieiieriecie e 42
5.2.2 Uspotadani mitochondrii vV IMSCS.......cceiviiiiiriieiieciecie ettt sveereereesaee e e 43
5.2.3 Mitochondridlni dynamika, autofagie a mitofagie v MSCS .......cccoocevvinieniiincncencnenes 44
524 MetaboliSINUS MSCS ...ttt sne s 46
5.2.5 Analyza fenotypu splenocytii po kokultivaci s MSCS......ccccoeeieviniinininiincnccicnee 47
5.2.5.1  PreZivaAni SPIeNOCYLh.....cccveiieeiieirieiteesieeste e e ereeteesaestaesebeesseeseesteesssesesessseesseesens 49
5.2.5.2  AKtivace T-lymIOCY .....covuiiriiiiieiieciieeie ettt e 51
5.2.5.3  Exprese transkripénich faktorti u T-Iymfocytl........ccevveriviivieinieniecieciecre e 52
5.2.5.4 Stanoveni intracelularnich cytokinl u T-lymfocytl........ccccoceviniininiinninniiniinene 54
DHSKUZE ...ttt ettt ettt e a et e a et e st e en e et e e et et e et en e e et ene et e ene et e eteene e neeneenes 56
ZLAVET ettt ettt ettt ettt e h et e bt e a bt e e bt e bt e e e bt e e bt e e et e e e bt e e eabeeebteenateeebeeeeabeenn 64



Seznam pouzitych zkratek

ATP
Breg
Drpl
EV
FBS
GJC
GVHD
IDO
IFNy
IGF-1
IL
1PSCs
Mitnl
Mfn2
MSCs
mtDNA
NO
Opal
PBS
PD-1
PGC-1a
PINK1
qPCR

ROS
TGF-B
TLR
TNFa
TNT
Treg

Adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

Regulac¢ni B-lymfocyty (regulatory B cells)

Protein piibuzny dynaminu 1 (dynamin-related protein 1)
Extracelularni vacky (extracellular vesicles)

Fetélni bovinni sérum (fetal bovine serum)

Tésné spoje (gap junctions)

Reakce Stépu proti hostiteli (graft versus host disease)

Indolamin 2,3-dioxygenaza (indolamine 2,3-dioxygenase)
Interferon gama (interferon gamma)

Ristovy faktor podobny inzulinu 1 (insulin-like growth factor 1)
Interleukin (interleukin)

Indukované pluripotentni kmenové bunky (induced pluripotent stem cells)
Mitofusin 1 (mitofusin 1)

Mitofusin 2 (mitofusin 2)

Mezenchymalni kmenové bunky (mesenchymal stem cells)
Mitochondrialni DNA (mitochondrial DNA)

Oxid dusnaty (nitric oxide)

Protein optické atrofie 1 (optic atrophy 1)

Fostatovy pufr (phosphate saline buffer)

Receptor programované bunééné smrti 1 (programmed cell death 1)
PPARYy koaktivator 1 alfa (PPARy coactivator 1 alpha)
PTEN-indukovana protein kindza 1 (PTEN-induced kinase 1)
Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase chain
reaction)

Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

Transformujici ristovy faktor beta (transforming growth factor beta)
Toll-like receptor (Toll-like receptor)

Faktor nadorové nekrozy alfa (tumor necrosis factor alpha)
Tunelové nanotrubicky (tunneling nanotubes)

Regulaéni T-lymfocyty (regulatory T cells)



1 Uvod

Mezenchymalni kmenové buiiky (mesenchymal stem cells — MSCs) jsou multipotentni
buiky vyskytujici se v riznych tkanich, kde se podileji na udrzovani homeostazy. Mimo jejich
schopnost diferencovat do mnoha bunécnych typti, MSCs maji imunomodulaéni,
antiapoptotické, proangiogenni a antioxidacni ucinky. Plsobeni na okolni bunky je
zprostiedkovano produkci rtiznych cytokinl, rastovych faktor a extraceluldrnich vacku
(extracellular vesicles — EV), interakci prostfednictvim povrchovych molekul nebo pienosem
mitochondrii (shrnuto v: Fan et al. 2020). A pravé mitochondriim a jejich pfenosu bude

vénovana pozornost v této diplomové praci.

Diky svym regenera¢nim a imunomodula¢nim vlastnostem maji MSCs potencial pro
vyuziti v medicing v 1é¢be fady poranéni a autoimunitnich onemocnéni. Avsak klinické studie
testujici bezpecnost a Gi€innost terapii vyuZzivajicich MSCs nedosahly poZadovanych vysledki.
Nekonzistentni vysledky klinickych studii jsou zplisobeny vysokou heterogenitou MSCs. Zdroj
MSCs, doba a podminky kultivace, vSechny tyto faktory ovliviuji fenotyp MSCs, a tedy i jejich
terapeuticky efekt (shrnuto v: Fan et al. 2020). DalSim problémem je vysoka umrtnost
transplantovanych MSCs, jez je zplsobena piedev§im neschopnosti MSCs vypotadat se
s velkym metabolickych stresem, ktery buiiky zaZivaji po pfenosu z kultivacnich podminek do
ischemického prostiedi poskozené tkané (shrnuto v: Salazar-Noratto et al. 2020). Cilem
védecké komunity je tyto problémy vyfesSit. Vyzkumné tymy zabyvajici se problematikou
MSCs zaméftily svou pozornost na modulaci kultivacnich podminek s cilem podpofit piezivani
kmenovych bun¢k po transplantaci. Dal§im zkoumanym pfistupem je piimé ovlivnéni MSCs

vedouci k podpofeni jejich funkce (shrnuto v: Fan et al. 2020).

Tato prace se zabyva vlivem rapamycinu, riistového faktoru podobného inzulinu 1
(insulin-like growth factor 1 — IGF-1), interferonu gama (IFNy) a oligomycinu na MSCs a jejich
schopnost predavat mitochondrie imunitnim bunkédm. Dale pak popisuje zmény fenotypu

imunitnich bunék indukované ptisobenim MSCs.



2 Literarni prehled

2.1 Charakterizace mezenchymalnich kmenovych bunék

MSCs byly poprvé popsany pied vice nez 50 lety. Friedenstein a kolegové je definovali
jako v kostni dieni sidlici builky schopné adherovat na plastovy povrch, proliferovat a
diferencovat do bun¢k kostni tkdn¢ (Friedenstein et al., 1970). V dneSni dob¢ je znamo, Ze
kostni dfeni neni jedinym mistem vyskytu MSCs. MSCs se nachazeji t¢émé&f ve vSech tkanich,
kde sidli v nikdch kmenovych bunék lokalizovanych kolem cév (Pagella et al., 2021). Podatilo
se je izolovat z tukové tkané, zubni dfené, synovialni membrany kloubu, Slach, placenty ¢i
pupecnikové krve (obrazek 1) (De Bari et al., 2001; Lee et al., 2004; Miao et al., 2006;
Pierdomenico et al., 2005; Salingcarnboriboon et al., 2003; Zuk et al., 2001). MSCs lze ziskat
také diferenciaci indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (induced pluripotent stem
cells — iPSCs). Takto ziskané MSCs vykazuji vyssi proliferacni kapacitu. Jejich vlastnosti jsou

ale ovlivnény vlastnostmi buiiky, z niZ byla iPSCs vytvofena (Lee et al., 2023).

Jelikoz nebyl objeven zadny specificky povrchovy znak pro MSCs, ktery by umoznil
jejich snadnou identifikaci, byla roku 2006 stanovena minimdlni kritéria pro charakterizaci
MSCs. Dle téchto kritérii 1ze buiiku charakterizovat jako MSCs, pokud je adherentni k plastu,
diferencuje in vitro na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty a exprimuje na svém povrchu
molekuly CD105, CD90 a CD73 a naopak je negativni na CD45, CD34, CD14, CD19a CDI11b
(Dominici et al., 2006). Mira exprese jednotlivych povrchovych znakil se v§ak muze lisit
u MSCs izolovanych z riiznych tkani. Co se diferenciace ty¢e, MSCs mohou upiednostiiovat
diferenciaci na urcity bun&Cny typ v zéavislosti na jejich plivodu. Jako ptiklad lze uvést
porovnani MSCs izolovanych z kostni dfen¢ a tukové tkané, z né¢hoz vyplyva, Ze MSCs z kostni
dfené vykazuji vys8i osteogenni a chondrogenni potenciél, zatimco MSCs z tukové tkané
uptednostnuji diferenciaci na adipocyty (Mohamed-Ahmed et al., 2018). Diferenciacni
potenciadl MSCs (obrazek 1) neni omezen pouze na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty. Za
pritomnosti specifickych faktort mohou dat vzniknout také neurontim, kardiomyocytiim,
hepatocytiim ¢i endotelidlnim buiikam (Bae et al., 2011; Der Lee et al., 2004; Shen et al., 2017;
Wang et al., 2018).

Z diuvodu vysoké heterogenity MSCs bylo vydano doporuceni, aby se krom¢ splnéni
minimalnich kritérii testovala také funkce MSCs, coz zahrnuje naptiklad analyzu sekretomu ¢i

méfeni jejich imunomodulacniho potencialu (Viswanathan et al., 2019).
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Obrazek 1: Zdroje a diferenciacni potencial MSCs, viastni tvorba (vytvoreno v: BioRender.com)

2.1.1 Imunomodulaé¢ni funkce

Jednou z vyznamnych funkci MSCs je jejich schopnost modulovat imunitni systém
(obrazek 2). MSCs maji vliv na buiiky pfirozené 1 adaptivni imunity. Jejich plsobeni je
ucinkem, jako jsou regula¢ni T-lymfocyty (regulatory T cells — Treg), regulacni B-lymfocyty
(regulatory B cells — Breg) (Park et al., 2015) a M2 makrofagy (Liu et al., 2019). Oproti tomu
proliferace T-lymfocyti a B-lymfocytt i jejich diferenciace na Thl, Th17 a plazmatické bunky
je v ptitomnosti MSCs potlacena (Park et al., 2015). Stejné tak je potlacena polarizace

makrofagl na prozanétlivy M1 fenotyp (Liu et al., 2019).

Komunikaci mezi MSCs a imunitnimi bufikami zprostfedkovavd fada mechanisml
(shrnuto v: Fan et al. 2020). Zde jsou popséany tfi z nich, a to interakce prostfednictvim
povrchovych molekul, parakrinni aktivita a pfenos mitochondrii. Kazd4 bunka mé na svém
povrchu nekolik rtiznych typti povrchovych molekul, z nichz nékteré funguji jako receptory.
Ty po rozpoznani ligandu spoustéji signaliza¢ni drahy vedouci ke zmén¢ bunéénych procest.
Jednim z ptikladl je Fas receptor na povrchu T-lymfocyti, ktery rozpoznavéa Fas ligand na
povrchu MSCs. Tato interakce vede ke spusténi drah indukujicich apoptézu T-lymfocyta.
Apoptotickd téliska jsou fagocytovana makrofagy. Ty v disledku toho zvysi produkci

transformujiciho riistového faktoru beta (transforming growth factor beta — TGF-B), ¢imz



podporuji vznik Treg (Akiyama et al., 2012). DalSim piikladem je receptor programované
bunééné smrti 1 (programmed cell death 1 — PD-1) na povrchu T-lymfocytl. Interakce
receptoru PD-1 s jeho ligandem, jehoz exprese na povrchu MSCs se po setkani s T-lymfocyty
zvysuje, se podili na indukci Treg (Azevedo et al., 2020). Co se parakrinni aktivity ty¢e, MSCs
produkuji riizné rozpustné faktory ¢i EV, a ovliviiyji tak imunitni buiiky ve svém okoli.
Rozpustné faktory produkované MSCs zahrnuji naptiklad cytokiny TGF-B a interleukin
(IL)-6, chemokiny CCL2 a CXCL12, hepatocytarni rustovy faktor, oxid dusnaty (nitric oxide
— NO) ¢i indolamin 2,3-dioxygenazu (indolamine 2,3-dioxygenase — IDO) (Giri et al., 2020;
Liu et al., 2019; Ren et al., 2008; van Buul et al., 2012). EV produkované MSCs mohou
obsahovat vyse zminéné rozpustné faktory nebo mikroRNA. Jelikoz jsou vacky obaleny
membranou, mohou na svém povrchu nést povrchové molekuly, naptiklad jiz zminény ligand
receptoru PD-1, a interagovat tak s receptory na imunitnich bunikach. VSechny tyto molekuly
ptenasené EV pfispivaji k indukci imunosuprese (Kim et al., 2020; Li et al., 2021). Produkce
EV je také jeden z mechanismi, ktery se uplatiiuje v prenosu mitochondrii. Pfenos mitochondrii
se podili na imunomodulaci tim, Ze indukuje metabolické zmény v recipientnich bunikédch
(Morrison et al., 2017). Jeho detailnéjSimu popisu je v této praci vénovana samostatna kapitola.
Imunomodulaéni Géinky izolovanych EV odvozenych od MSCs pritahly pozornost védcu.
V soucasné dob¢ probiha nékolik klinickych studii testujicich jejich vyuziti v 1é¢bé jako

alternativu bunécné terapie zalozené na MSCs (zdroj: MSC-EVs | Card Results |

ClinicalTrials.gov).

V poslednich letech bylo publikovdno nékolik studii poukazujicich na klicovou roli
metabolismu v regulaci funkci MSCs. Piikladem je prace Contreras-Lopeza a kolegii, ktera
popisuje zvyseni imunosupresivni funkce MSCs po ovlivnéni oligomycinem, inhibitorem ATP
syntazy, jenz naruSuje funkci mitochondrii a podporuje prechod bunck na glykolyzu
(Contreras-Lopez et al., 2020). Bézné se k indukci imunomodulaéniho pisobeni MSCs
pouzivaji prozanétlivé cytokiny, konkrétné IFNy a faktor nadorové nekrozy alfa (tumor
necrosis factor alpha — TNFa). IFNy a TNFo mimikuji prostfedi zdnétu a podporuji uvoliiovani
imunosupresivnich faktort, jako je naptiklad IDO ¢i prostaglandin E2. Analyza metabolismu
ukazala vysSi zapojeni glykolyzy u MSCs ovlivnénych IFNy a TNFa ve srovnani
s nestimulovanymi MSCs (Contreras-Lopez et al., 2020; Liu et al., 2019). Tyto vysledky
ukazuji, Ze glykolyticky metabolismus je nezbytny pro vykonavani imunomodula¢ni funkce
MSCs, a proto by pifeprogramovani na glykolyzu mohlo byt pouzito ke zvySeni jejich

terapeutického potencialu.
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T-lymfocyty, viastni tvorba (vytvoreno v: BioRender.com)

2.2 Terapeutické vyuziti mezenchymalnich kmenovych bunék

Imunomodulaéni a regeneracni U€inky predurcuji MSCs k pouziti v terapiich (shrnuto v:
Fan et al. 2020). Poc¢atkem tohoto roku bylo evidovano 1441 klinickych studii, pfevazné faze I
a faze 11, testujicich vyuziti MSCs v 1é¢bé fady onemocnéni, jez zahrnuji naptiklad nékteré
kardiovaskularni, neurodegenerativni a autoimunitni choroby (infarkt myokardu,
Alzheimerova choroba, roztrouSend skleroza, diabetes 1. typu), komplikace doprovazejici
transplantace hematopoetickych kmenovych bun¢k nebo organti (reakce S$tépu proti hostiteli
(graft versus host disease — GVHD), rejekce transplantatu) a rizné typy poranéni (poranéni
michy, zlomeniny, popéleniny). Prvni klinické studie, kterd testovala vyuziti MSCs v 1écbé
osteogenesis imperfekta, genetického onemocnéni kosti, byla zahajena roku 1995 (zdro;j:

Mesenchymal Stem Cells | Card Results | ClinicalTrials.ecov). Za témér 30 let testovani

bezpecnosti a icinnosti terapii zalozenych na MSCs byla v Evropé povolena pouze jedna lécba
— Alofisel. Tato terapie, zaloZena na aplikaci MSCs izolovanych z tukové tkang, je pouzivana

k 1écbe fistuli u pacientii s Crohnovou chorobou (zdroj: Alofisel | European Medicines Agency

(europa.eu)).
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2.2.1 Faktory ovliviiujici icinnost terapii

Terapie vyuZzivajici MSCs jsou povazovany za bezpecné, avsak jejich ti¢innost byva Casto
nedostatecna. To je dano jednak vysokou heterogenitou MSCs, a jednak nizkou mirou prezivani
MSCs po transplantaci. MSCs pochézejici z riiznych zdroja se li§i svymi vlastnostmi, a to je

potieba zohlednit pii vybéru MSCs pro konkrétni terapii. Jak jiz bylo zminéno, MSCs izolované
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z ruznych tkani mohou mit odliSny diferenciacni potencial a riznou miru exprese povrchovych
znakd (Mohamed-Ahmed et al., 2018). Rozdily nejsou dany pouze typem tkanég, z niz byly
MSCs ziskany, ale také darcem. Rada faktord, jako je vék, zdravotni stav & pohlavi, ma vliv
na vlastnosti MSCs. Studie porovnavajici MSCs izolované z mladych a starych jedinct udavaji,
ze srostoucim veékem se méni morfologie bunck, snizuje se proliferace a schopnost
diferencovat na osteoblasty a chondrocyty (Choudhery et al., 2014; Kornicka et al., 2015).
Pohlavi ma vliv na imunomodulacni piisobeni MSCs (Mckinnirey et al., 2021). Pouziti MSCs
z raznych zdroji pak vede k nekonzistentnim vysledktim klinickych studii. Experimenty na
mySich modelech ukazuji, ze velké procento MSCs umird jiz béhem prvniho tydne po
transplantaci. Transplantované buiiky se dostavaji do zanétlivého ischemického prostiedi
poskozené tkang, kde zazivaji velky metabolicky stres, ktery vétSina bunck neni schopna
zvladnout (Moya et al., 2018). Desitky az stovky miliont MSCs jsou potieba pro jednoho
pacienta, aby bylo dosazeno alespon n¢jakého ucinku. Jelikoz nelze dostateény pocet bunck
ziskat od darce, je nutné je expandovat in vitro (Dreyer et al., 2020; Kurtzberg et al., 2020).
Standardné jsou MSCs kultivovany za normoxickych podminek pii 37 °C. Dlouhodoba
kultivace za takovychto podminek ma vSak negativni vliv na MSCs. MSCs z pozdnich pasazi
vykazuji se senescenci asociované morfologické zmény, snizeny proliferacni a diferenciacni
potencidl a omezenou imunomodulac¢ni funkci (de Witte et al., 2017; Li et al., 2019; Wang et

al., 2021; Yang et al., 2018).

Zména kultivaénich podminek nebo stimulace MSCs riznymi rozpustnymi faktory jsou
dva hlavni pfistupy, které by mohly pomoci piekonat vySe zminéné problémy, a zvysit tak
ucinnost terapii. Kultivace MSCs v hypoxii nebo v bezsérovém médiu indukuje metabolické
zmeény, piedevsim tedy pfechod na glykolyzu a s tim spojené snizeni mitochondrialni funkce.
Takto kultivované MSCs vykazuji vys$si ptezivani v ischemickém prosttedi ve srovnani s MSCs
kultivovanymi za standardnich podminek (Beegle et al., 2015; Moya et al., 2017). Pasobeni
nékterych cytokind, ristovych faktorli a malych molekul pozitivné ovliviiuje funkce MSCs.
Stimulace peroxidem vodiku podporuje jejich prezivani a regeneracni uc€inky (Guo et al., 2020).
Pfezivani a regenera¢ni Uc¢inky jsou zvySeny také po stimulaci rapamycinem, ktery v MSCs
aktivuje autofagii (Li et al., 2020). Prozanétlivé cytokiny (IFNy, TNFa), ¢i ligandy toll-like
receptoru (TLR)3 a TLR4 jsou naopak pouzivany k aktivaci imunosupresivniho pusobeni
MSCs (Contreras-Lopez et al., 2020; Liu et al., 2019; Rashedi et al., 2017). ZvySeni pfezivani

MSCs ¢i podpora jejich imunomodulaéni a reparani funkce by mohly vést ke snizeni



terapeutické davky MSCs, a tedy ke zkraceni doby kultivace, coz by omezilo zmény fenotypu,

k nimz béhem in vitro expanze dochazi.

2.3 Mitochondrie mezenchymalnich kmenovych bunék

Mitochondrie jsou bunécné organely hrajici zasadni roli v energetickém metabolismu.
Jsou v bunce nejvétsim producentem adenosintrifosfatu (adenosine triphosphate — ATP). Ten
je v mitochondriich syntetizovan béhem oxidativni fosforylace a slouzi jako zdroj energie
v mnoha bunécnych procesech. Kromé toho se mitochondrie podileji na regulaci stavu a funkci
MSCs. Zména struktury a poc¢tu mitochondrii, metabolismu, membranového potencialu ¢i
produkce reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species — ROS), vSechny tyto faktory mayji
vliv na sebeobnovu, diferenciaci a apoptézu MSCs a jejich regenera¢ni a imunomodulaéni

pusobeni.

2.3.1 Mitochondrialni dynamika

Mitochondrie jsou velmi dynamické organely. V zavislosti na stavu a potfebach bunky
dochazi kjejich fuzi nebo oddéleni. Hlavnimi mediatory fuze mitochondrii jsou
transmembranové GTPazy mitofusin 1 (Mfnl), mitofusin 2 (Mfn2) a protein optické atrofie 1
(optic atrophy 1 — Opal). Mfnl a Mfn2 se podileji na fuzi vnéj$i mitochondridlni membrany,
zatimco Opal reguluje fizi membrany vnitini a podili se na remodelaci krist (Song et al., 2009).
Pro déleni mitochondrii je zasadni GTPé4za nazyvana protein piibuzny dynaminu 1 (dynamin-
related protein 1 — Drpl). Drpl vytvaii kolem vnégj$i mitochondridlni membrany oligomer
prstencovitého tvaru, to vede k zaSkrceni a naslednému oddéleni mitochondrii (Basu et al.,

2017).

MSCs v nediferencovaném stavu vyuzivaji glykolyzu jako hlavni metabolickou drédhu
pro syntézu ATP. Oxidativni fosforylace je u nich snizena. Mitochondrie nediferencovanych
MSCs jsou spiSe oddelené, netvoii dlouhé mitochondridlni sité (Forni et al., 2016). Feng a
kolegové popisuji sniZzeni exprese povrchové molekuly CD90 v MSCs po inhibici Drpl,
z ¢ehozZ vyplyva, Ze déleni mitochondrii se podili na udrzeni kmenovosti MSCs (Feng et al.,
2019). Béhem osteogenni a adipogenni diferenciace dochdzi k vétSimu zapojeni oxidativniho
metabolismu, a tedy k narGistu mitochondridlni aktivity. MSCs diferencujici na osteoblasty a
adipocyty vykazuji vyrazné propojeni mitochondrii. Byla u nich pozorovéna také zvySena
exprese genu kodujicich GTPazy Mfnl a Mfn2. Chondrogenni diferenciace je naopak spojena

s nartstem exprese Drpl, ktery je nezbytny pro déleni mitochondrii. MSCs diferencujici na



chondrocyty maji mitochondrie sférického tvaru a preferuji, stejné€ jako nediferencované MSCs,
glykolyticky metabolismus (Forni et al.,, 2016; Shum et al., 2016). Ke zménam struktury
mitochondrii dochazi také pti kultivaci MSCs za normoxickych podminek. Béhem kultivace
MSCs se zvySuje exprese Mfn2 a klesa exprese Drpl, coz ma za nasledek fuzi mitochondrii.
Tvorba mitochondrialni sité je spojena s pirechodem MSCs na oxidativni metabolismus (Li
etal., 2019). Apoptéza MSCs je spojena se snizenim exprese proteinii asociovanych
s mitochondrialni fizi. Mitochondrie apoptotickych bun¢k jsou odd€lené a maji narusenou

strukturu krist (Ma et al., 2020).

2.3.2 Mitofagie a biogeneze mitochondrii

Mitofagie a mitochondrialni biogeneze jsou dva hlavni procesy, které se podileji na
regulaci mnozstvi mitochondrii v bunice. Béhem mitofagie jsou v buiice degradovany nefunkéni
nebo nadbyte¢né mitochondrie. Tento proces je regulovan PTEN-indukovanou protein kindzou
1 (PTEN-induced kinase 1 — PINK1) a E3 ubikvitin ligdzou Parkin. PINK1 se akumuluje na
vnéj$i membrané depolarizovanych mitochondrii, kde zaroven dochézi k jeji autofosforylaci.
To aktivuje ligdzu Parkin, ktera ubikvitinuje proteiny vnéj$i mitochondridlni membrany, jako
jsou naptiklad Mfnl a Mfn2. Mitochondrie znacené ubikvitinem jsou nasledné degradovany
autofagii (Vives-Bauza et al., 2010). Syntéza novych mitochondrii je vyZadovana pifi bunééném
déleni nebo pii zvySeni energetickych potifeb buiky. Proces mitochondridlni biogeneze
zahrnuje replikaci mitochondrialni DNA (mitochondrial DNA — mtDNA) a transkripci a
translaci mitochondridlnich proteint, které¢ jsou kodovany jednak vjadie, a jednak
v mitochondrii. Jeho hlavnim regulatorem je PPARy koaktivator 1 alfa (PPARy coactivator 1
alpha — PGC-1a) (Wu et al., 1999).

Hromadéni poSkozenych mitochondrii v buiice vede k indukci senescence ¢i apoptdzy.
Mitofagie, béhem niz jsou poSkozené mitochondrie odstranovany, potlauje senescenci MSCs
(Lee et al., 2020) a podili se také na udrzovani jejich kmenovosti (Feng et al., 2021). Fan a
kolegové ukazali, ze kratkodoby oxidacni stres aktivuje mitofagii jako protektivni Gi€inek proti
oxidativnimu poSkozeni. Vystaveni MSCs dlouhodobému oxidacnimu stresu vSak vede ke
sniZzeni mitofagie a indukci apoptozy (Fan et al., 2019). Osteogenni a adipogenni diferenciace
MSCs je doprovazena naristem mitochondridlni masy. Zvysuje se exprese PGC-1a a piibyva
kopii mtDNA, coz potvrzuje probihajici biogenezi mitochondrii (Forni et al., 2016; Zhang
et al.,, 2013). Béhem diferenciace MSCs na chondrocyty dochazi ke sniZzeni mitochondrialni

aktivity, jez je zprostfedkovano fragmentaci mitochondrii a mitofagii (Forni et al., 2016).



Mitofagie hraje dulezitou roli také pfi osteogenni diferenciaci, kde se podili na udrzovani
bunécné homeostazy odstranénim poskozenych mitochondrii. Zhang a kolegové ve své studii
uvadéji, ze exprese Parkin béhem osteogenni diferenciace nartista. MSCs, u kterych je exprese

Parkin potlacena, maji snizenou schopnost diferencovat na osteoblasty (Zhang et al., 2020).

2.3.3 Reaktivni formy kysliku

Mitochondrie jsou nejvétsim producentem ROS v buiice. ROS zde vznikaji jako vedlejsi
produkt oxidativni fosforylace, a to pfedev§im ¢innosti komplexu I, komplexu II a komplexu
IIT mitochondridlniho dychaciho fetézce (Quinlan et al., 2013). ROS maji v buiice dilezitou
roli, jelikoz funguji jako signalni molekuly. AvSak jejich nadmérnd produkce je piic¢inou

oxidac¢niho stresu, jenz pfispiva k bunééné senescenci (Jeong & Cho, 2015; Lin et al., 2018).

Nediferencované MSCs sidlici v hypoxickych nikdch preferuji glykolyticky
metabolismus, ¢imz omezuji produkci mitochondridlnich ROS. Z toho divodu nedochazi
k oxidativnimu poskozeni bunék a MSCs vykazuji delsi zivotnost (Estrada et al., 2012). Pfidani
antioxidantl vSak zabranuje vstupu MSCs do S faze bunééného cyklu. Urcité hladiny ROS jsou
proto nezbytné pro udrzeni schopnosti sebeobnovy MSCs (Lyublinskaya et al., 2015). Béhem
kultivace za normoxickych podminek dochazi ke zvySeni mitochondridlni aktivity. ZvySuje se
také produkce ROS, coz ma za nasledek nardst poctu senescentnich MSCs. Souvislost mezi
produkci ROS a senescenci byla prokazéana piidanim antioxidantd, které vedlo ke snizeni poctu
senescentnich MSCs v kultute (Jeong & Cho, 2015; Yang et al., 2018). ROS se podileji také na
regulaci diferenciace MSCs. Mitochondridlni ROS jsou nezbytné pro adipogenni diferenciaci
(Wang et al., 2015). Naopak osteogenni diferenciace je pii zvySené produkci ROS potlacena.
Toto zjisténi vysvétluje zvysSeny vyskyt osteoporozy u starSich jedinct, jelikoz s vékem nartsta
v buiice mnozstvi ROS, které negativné ovliviiuji schopnost MSCs diferencovat na osteoblasty
(Lin et al., 2018). Chen a kolegové ve své studii popisuji zvySeni exprese antioxidac¢nich
enzymi, konkrétné superoxid dismutdzy a katalazy, v pribéhu osteogenni diferenciace MSCs.
Antioxidac¢ni enzymy v buiice zabraiiuji hromadéni intracelularnich ROS, a to i1 pfes vétsi
zapojeni oxidativniho metabolismu u osteogenné diferencujicich MSCs (Chen et al., 2008).
ZvySenad exprese antioxidac¢nich enzymu byla pozorovana také pii adipogenni diferenciaci
MSCs, pro kterou je sice urcité mnozstvi ROS vyzadovano, ale stale musi byt regulovéano
prostiednictvim antioxida¢nich enzymt, aby se zabranilo oxidativnimu poskozeni bunky
(Higuchi et al., 2013). V rozporu s tim jsou vysledky Wanga a kolegt, které nepopisuji rozdil

v expresi antioxidacnich enzyml mezi nediferencovanymi a adipogenné diferencujicimi MSCs



(Wang et al., 2015). Casna faze diferenciace MSCs na chondrocyty je doprovéazena snizenim
exprese antioxidac¢nich enzymi a s tim spojenym ndrtstem intracelularnich ROS, které se
pravdépodobné na regulaci chondrogenni diferenciace podileji (Tangtrongsup & Kisiday,

2018).

2.4 Prenos mitochondrii z mezenchymalnich kmenovych bunék

Pfenos mitochondrii je jeden z mechanismi, které MSCs vyuzivaji k regeneraci
poskozené tkan¢ a imunomodulaci. Poprvé byl popsan roku 2006, kdy bylo zjisténo, ze pii
kokultivaci MSCs s buiitkami A549, které mély poSkozené mitochondrie, dochéazi k pienosu
funk¢nich mitochondrii z MSCs do bunék A549, coz vede k obnoveni mitochondridlni funkce
a zachrané téchto bun¢k (Spees et al., 2006). Islam a kolegové ve své studii, ktera se zabyva
transplantaci MSCs myS$im s akutnim poskozenim plic, pfinesli ditkaz o protektivnim G¢inku
pfenosu mitochondrii z MSCs in vivo. Mitochondridlni ptenos z MSCs, ne vSak z MSCs
s defektnimi mitochondriemi, vedl k obnové energetického metabolismu alveolarnich
epitelidlnich bun¢k a celkové vyssimu preziti mysi s akutnim poskozenim plic (Islam et al.,
2012). V poslednich nékolika letech je mitochondridlni pfenos z diivodu jeho potencidlu

pro vyuziti v terapiich intenzivné studovan.

MSCs mohou ptedavat mitochondrie riiznym typim bunék, piikladem jsou epitelidlni
buiiky, myocyty nebo imunitni buiiky (Court et al., 2020; Konari et al., 2019; Mori et al., 2023).
Ptenos mitochondrii z MSCs byl popsan také u nékterych typi rakovin, kde byl prokazan jeho
pozitivni efekt na rdst nadoru. Jako ptiklad l1ze uvést skupinu nadorovych onemocnéni
oznacovanou jako akutni leukémie. Leukemické buiikky a MSCs sdileji spole¢nou niku v kostni
dfeni. BunéCny stres vyvolany urcitymi chemoterapeutiky indukuje pienos mitochondrii
z MSCs do leukemickych bunék, coZ ma za nasledek zvySeni Krebsova cyklu a oxidativni
fosforylace v bunikdch nadoru a podporu jejich antioxidac¢ni ochrany. Ve vysledku plisobeni
MSCs podporuje ptrezivani a chemorezistenci leukemickych bunck (Burt et al., 2019; Forte
et al., 2020). Mitochondrialni pfenos je studovan predevsim u patologickych stavi. Jak jiz bylo
zminéno, mitochondrie pfenesené¢ z MSCs maji protektivni u¢inek — podporuji energeticky
metabolismus, snizuji oxidacni stres a inhibuji apoptdzu recipientnich bunék. Stimulace MSCs
k pfenosu mitochondrii je zprostfedkovana stresovymi signély, které jsou uvoliiovany buiikami
v misté poskozeni. Jednim ze signalii jsou samotné mitochondrie. Mahrouf-Yorgov a kolegové
zjistili, Ze MSCs pohlcuji a nasledné degraduji mitochondrie uvolnéné z poskozenych bunék.

To indukuje expresi enzymu hem oxygenazy 1, jenz aktivuje mitochondridlni biogenezi
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v MSCs. Zvyseni mitochondridlni masy pak umoznuje MSCs darovat funkéni mitochondrie
poskozenym bunkdm a zaroven si udrzet vlastni energetickou homeostazu (Mahrouf-Yorgov
et al., 2017). Nartist ROS souvisejici s oxidacnim stresem bun¢k je povazovan za dalsi signal,
ktery indukuje mitochondrialni ptfenos z MSCs (Burt et al., 2019). Je dllezité poznamenat, ze
k pfenosu mitochondrii nedochazi pouze pti poskozeni bunck, ale také za fyziologickych
podminek. Pfenos mitochondrii z MSCs za fyziologickych podminek neni dostatecné studovan,
pravdépodobné vsSak hraje roli pii vyvoji a podili se na udrzovani tkanové homeostazy

(Acquistapace et al., 2011; Sinclair et al., 2016).

2.4.1 Mechanismy mitochondrialniho prenosu

Mitochondrie mohou byt mezi builkami pfedavany prostiednictvim tunelovych
nanotrubic¢ek (tunneling nanotubes — TNT), EV, volnych spojt (gap junctions — GJC) nebo
membranové fize (Acquistapace et al.,, 2011; Sinclair et al., 2016) (obrazek 3). Vybrané

mechanismy mitochondridlniho pfenosu jsou vice popsany nize.
membranova fuze

EV

Obrazek 3: Mechanismy mitochondridlniho pienosu; zkratky: TNT — tunelové nanotrubicky, GJC —
volné spoje, EV — extracelularni vacky, viastni tvorba (vytvoreno v: BioRender.com)

Co se terapeutického vyuZziti mitochondridlniho pfenosu tyce, kromé jiz zminéné
transplantace MSCs nebo znich izolovanych EV probihd v soucasné dobé preklinické a
klinické testovani pouziti izolovanych mitochondrii v 1é¢bé riznych onemocnéni, predevsim
chorob spojenych s mitochondrialnimi defekty, kardiovaskularnich a zanétlivych onemocnéni.
Vysledky studii na zvifecich modelech ukazuji, ze injikované mitochondrie izolované z MSCs
jsou bunkami internalizovany, podporuji jejich pfezivani a funkci, snizuji oxidacni stres a
potlacuji zanét (De Carvalho et al., 2021; Liang et al., 2023; Pourmohammadi-Bejarpasi et al.,
2020; Yu et al., 2022).
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2.4.1.1 Tunelové nanotrubicky

TNT jsou aktinova filamenta nebo mikrotubuly obsahujici cytoplazmatické vybeézky
o délce az 100 um. Jejich Sitka dosahuje desitek az stovek nm, pfi¢emz TNT obsahujici pouze
aktinova filamenta byvaji uzsi nez TNT obsahujici také mikrotubuly (Sanchez et al., 2017).
Jedna se o dynamické struktury, které zprostiedkovavaji pfimé propojeni bunék, jez umoziuje
obousmérny pienos bunééného obsahu. Bunky si skrze TNT mohou piedavat vacky
endoplazmatického retikula, vacky Golgiho aparatu, lysozomy, mitochondrie a rtzné
biomolekuly, mezi néz patii naptiklad proteiny ¢i mikroRNA (Lu et al., 2019; Sanchez et al.,
2017; Schiller et al., 2013). TNT mohou slouzit také jako prostfedek k pienosu patogennich
agens. Studie ukazuji, Ze nekteré viry indukuji tvorbu TNT a nésledné je vyuzivaji k Sifeni do

okolnich bun¢k (Kumar et al., 2017; Panasiuk et al., 2018).

Bunky vystavené stresovym podminkdm vykazuji vyss§i tvorbu TNT ve srovnani
s bunkami kultivovanymi za standardnich podminek. Stresové a apoptotické signaly, jako je
narust intracelularnich ROS ¢i vystaveni fosfatidylserinu na bunééném povrchu, se podileji na
indukci tvorby TNT, a podporuji tak regeneracni piisobeni MSCs (Liu et al., 2014; Yang et al.,
2020). Tvorba TNT se zvySuje také v prostfedi zanétu. Zhang a kolegové ukézali, ze v odpoveédi
na prozanétlivy cytokin TNFa dochazi v MSCs ke zvySeni exprese TNFa indukovaného
proteinu 2, ktery podporuje polymeraci aktinu, a tedy i tvorbu TNT (Zhang et al., 2016). Pouziti
inhibitori polymerace aktinu, jez blokuji tvorbu TNT, ma za nasledek potlaceni
mitochondrialniho pfenosu a reparace poSkozenych bunék zprostfedkované MSCs (Liu et al.,

2014; Yang et al., 2020).

2.4.1.2 Extracelularni vacky

EV jsou lipidovou membranou ohrani¢ené Gtvary uvoliiované buitkou do mezibunééného
prostoru. Jejich primér se pohybuje v rozmezi 50 a 1000 nm. Podle velikosti a zpisobu vzniku
se rozdéluji na tf1 zakladni typy — nejmensi exozomy, dale mikrovezikuly a apoptoticka téliska.
Jak jiZ bylo zminéno v kapitole o imunomodula¢ni funkci MSCs, EV mohou obsahovat rizné
rozpustné 1 povrchové molekuly ¢i mikroRNA (Kim et al., 2020; Li et al., 2021). Vyjimecny
neni ani pfenos celych organel. Lu a kolegové udavaji, Zze az 40 % EV izolovanych z MSCs
obsahuje mitochondrie. Tyto mitochondrie jsou funk¢ni, po vstupu do recipientni buniky se
zacleni do jeji mitochondrialni sité a podileji se na obnové mitochondridlni funkce (Lu et al.,
2022). Protektivni efekt ma také pfenos mitochondridlnich komponent. Endocyt6za z MSCs

izolovanych exozomd, které obsahuji mtDNA a mitochondridlni proteiny, vede ke zvySeni
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mitochondridlniho membranového potencialu, nartistu oxidativni fosforylace a snizeni ROS

v recipientnich buiikach (Xia et al., 2022).

2.4.2 Prenos mitochondrii do imunitnich bunék

Pfenos mitochondrii je jeden z mechanismt vyuzivany MSCs k imunomodulaci. Stav

imunitnich bunék tzce souvisi s jejich energetickym metabolismem. Je znamo, Ze pii aktivaci

rrrrr

v

buiikami jako rychly zdroj ATP. Uhlikaté¢ latky a redukované koenzymy, které b&hem
glykolyzy vznikaji, jsou potiebné pro syntézu makromolekul vyzadovanych béhem proliferace
a diferenciace imunitnich bun¢k (Freemerman et al., 2014; Menk et al., 2018). Oproti tomu
2017; Wang et al., 2018). Pfenos mitochondrii z MSCs do imunitnich bunék indukuje
metabolické zmény v recipientnich buiikdch. Dochazi ke zvySeni mitochondridlni respirace, a
tedy k potlaceni prozanétlivého ptisobeni imunitnich bun¢k (Jackson et al., 2016; Luz-Crawford

et al., 2019).

2.4.2.1 Makrofagy

Makrofagy jsou buniky pfirozené imunity, jejichz hlavni funkci je fagocytéza. Pohlcenim
a likvidaci patogenti se podileji na boji s infekci. Fagocytoza apoptotickych bunék je naopak
nezbytna pro udrzeni tkanové homeostazy. Makrofagy se déli na dva hlavni subtypy — klasicky

aktivované M1 makrofagy s prozanétlivym ucinkem a alternativné aktivované M2 makrofagy,

-----

Pienos mitochondrii z MSCs do makrofagl byl prokdzan jednak béhem kokultivace
téchto bunék in vitro, a jednak v mySim modelu in vivo. Makrofagy, jez ziskaly mitochondrie
od MSCs, vykazuji zvySenou spotiebu kysliku a narlst membranového potencidlu
mitochondrii, coz poukazuje na vys§i zapojeni oxidativni fosforylace. Pfenos mitochondrii
indukuje v makrofazich expresi PGC-1a, ktery se podili na podpofe mitochondridlni funkce
tim, ze aktivuje biogenezi mitochondrii (Yuan et al., 2021). Pfeprogramovani energetického
metabolismu je spojeno se zménou polarizace makrofagli. Mitochondrialni pifenos podporuje
polarizaci makrofagli smérem k M2 fenotypu. Polarizace makrofagh do prozanétlivého M1
fenotypu je naopak potla¢ena (Morrison et al., 2017; Xia et al., 2022; Yuan et al., 2021). Xia a
kolegové ve své studii popisuji, ze po podani EV izolovanych z MSCs mySim s akutnim

posSkozenim plic dochazi k ptenosu mitochondrii do alveoldrnich makrofagi. Produkce
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prozanétlivych cytokini asociovanych s M1 fenotypem, jako jsou TNFa a IL-18, je po podani
EV snizena, zatimco produkce IL-10 se zvySuje. Celkové mé podani EV a jimi zprostiedkovany
mitochondrialni pfenos pozitivni vliv na plicni funkci a prezivani mysi s akutnim poskozenim
plic (Xia et al., 2022). S mitochondrialnim pienosem je t€Z spojovan antimikrobidlni ucinek
MSCs. Makrofagy, jez ptijaly mitochondrie od MSCs, vykazuji vyssi fagocytickou aktivitu
ve srovnani s makrofagy, které mitochondrie nedostaly, a maji tudiz zvySenou schopnost
likvidovat extracelularni bakterie (Jackson et al., 2016; Morrison et al., 2017). Z mechanismut
se pii prenosu mitochondrii mezi MSCs a makrofagy uplatiuji predevsim TNT a EV (Jackson
et al., 2016; Xia et al., 2022). Braza a kolegové, kteti testovali u¢inky terapie MSCs na mySim
modelu astmatu, ve své studii ukazuji, ze injikované MSCs jsou makrofagy fagocytovany, a
tim indukuji jejich zménu na M2 fenotyp, potlacuji zanét dychacich cest a zmirfiuji projevy
astmatu (Braza et al., 2016). Fagocytoza je proto povazovana za dal$i mozny mechanismus

uplatnujici se v pfenosu mitochondrii z MSCs do makrofaga.

2.4.2.2 Lymfocyty

Bunécna slozka adaptivni imunity je tvofena T-lymfocyty a B-lymfocyty. Vysledky
studie Luz-Crawfordové a kolegli ukazuji, Ze oba typy lymfocytli mohou ptijimat mitochondrie
od MSCs béhem kokultivace in vitro, pticemz nejvyssi mitochondridlni pfenos probihd do
CD4" T-lymfocyti, nasleduji B-lymfocyty a CD8" T-lymfocyty (Luz-Crawford et al., 2019).
K mitochondridlnimu pfenosu dochéazi také mezi MSCs a builkami akutni lymfoblastické
leukémie odvozenymi jak z B-lymfocytl, tak z T-lymfocytd. V obou ptipadech je pienos
mitochondrii zprosttedkovan piedev§im TNT a podporuje rezistenci nadorovych bunck viici
chemoterapeutiklim indukujicim oxidacni stres (Burt et al., 2019; Wang et al., 2018). Porovnani
B-lymfocytl a bun€k B-bunééné akutni lymfoblastické leukémie ukazuje, Ze mitochondrialni
prenos z MSCs do nadorovych bunék je nékolikanasobné vyssi (Burt et al., 2019). O pienosu
mitochondrii z MSCs do B-lymfocyti toho neni pfili§ znamo, proto bude dile vénovana

pozornost T-lymfocytim.

Pfenos mitochondrii z MSCs do CD4" T-lymfocytt je spojovéan s utlumenim prozanétlivé
odpovédi. Diferenciace CD4" T-lymfocytd na Thl7 buiiky je doprovdzena zménou
metabolismu na glykolyzu. Th17 butiky, jez dostaly mitochondrie od MSCs, vykazuji zvySenou

spotiebu kysliku, coz vypovidéa o vétSim vyuziti oxidativni fosforylace, kterd je u imunitnich

~~~~~

-----
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(Luz-Crawford et al., 2019). Pfenos mitochondrii z MSCs se podili také na potlaceni Thl
odpovédi. Inkubace aktivovanych CD4" T-lymfocytti s mitochondriemi izolovanymi z MSCs
vede ke snizeni exprese Tbet a poklesu produkce IFNy u bunék, jez ptijaly mitochondrie
(Akhter et al., 2023). Obecné¢ T-lymfocyty, které dostaly mitochondrie od MSCs, méné
proliferuji a jejich aktivace je potlacena (Agrawal et al., 2021; Akhter et al.,, 2023).
O imunosupresivnim pusobeni vypovidda také narGst poctu Treg indukovany pfijetim
mitochondrii od MSCs. T-lymfocyty, jez ptijaly mitochondrie od MSCs, vykazuji zvySenou a
stabilngj$i expresi Foxp3, transkripéniho faktoru zdsadniho pro regulaci genové exprese Treg
(Agrawal et al., 2021; Do et al., 2021; Luz-Crawford et al., 2019). Do a kolegové ve své studii
ukazuji, Ze podani Treg indukovanych v kokultivaci s MSCs mysim s GVHD potlacuje
prozanétlivou odpovéd’ zprostiedkovanou CD4" a CD8" T-lymfocyty vice nez podani Treg
indukovanych v neptfitomnosti MSCs. Inhibice mitochondridlniho pfenosu vede ke snizeni
poctu Foxp3™ T-lymfocyth v kokultivaci s MSCs a k redukci jejich imunosupresivniho
pusobeni jak in vitro, tak in vivo. Z téchto vysledkii vyplyva, ze pfenos mitochondrii z MSCs

je zasadni pro indukci diferenciace Treg a pro podporu jejich funkce (Do et al., 2021).
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3 Cile prace

MSCs maji schopnost modulovat imunitni odpovéd’. Studie z poslednich n¢kolika let
ukazuji, ze dilezitou roli pfi imunosupresi zprostfedkované MSCs hraje mitochondridlni
pienos, ktery vyvolava metabolické zmény v recipientnich bunkéch, a tim se podili na regulaci
jejich stavu. Diky svym vlastnostem jsou MSCs slibnymi kandidaty pro vyuziti v terapiich.
Preklinické a klinické testovani ale nedoséhlo pozadovanych vysledkt. Nizka ac¢innost terapii
zalozenych na MSCs je zptisobena piedevsim nizkym piezivanim transplantovanych bunck.
S tim je spojena potieba dlouhodobé kultivace, aby bylo dosazeno dostate¢ného poctu bunck
pro terapii. Avsak dlouhodoba kultivace za standardnich podminek negativné ovliviiuje MSCs,
vcetné jejich imunosupresivni funkce. Piedpokladame, ze stimulace MSCs urCitymi faktory by

mohla podpofit jejich funkci, a zvysit tak ucinnost terapii.

Tato prace se zamétuje na modulaci mitochondrialniho pfenosu z MSCs do imunitnich
bun¢k. Cilem je:
e urcit vliv rapamycinu, IGF-1, IFNy a oligomycinu na MSCs a jejich schopnost
predavat mitochondrie imunitnim bunikam
e popsat zmény fenotypu imunitnich bunék indukované plsobenim rizné
stimulovanych MSCs
Ovlivnéni byla vybrana na zékladé¢ téchto poznatki:
e Rapamycin, inhibitor kindzy mTOR, aktivuje autofagii, a tim podporuje
pfezivani a regeneracni u€inky MSCs ( Li et al., 2020).
e Ristovy faktor IGF-1 podporuje biogenezi mitochondrii (Lyons et al., 2017).
e IFNy je bézné pouzivan k aktivaci imunomodula¢niho pisobeni MSCs
(Javorkova et al., 2014). Podporuje také ptechod MSCs na glykolyzu (Liu et al.,
2019).
e Oligomycin inhibuje ATP syntdzu, a blokuje tak oxidativni fosforylaci v MSCs
(Contreras-Lopez et al., 2020).

VSechny vybrané faktory maji vliv na mitochondrie nebo metabolismus MSCs.
Predpokladame proto, Ze jejich pisobenim bude ovlivnéna také schopnost MSCs prenaset

mitochondrie do imunitnich bunék. U imunitnich bun€k, které dostanou mitochondrie,

-----
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4 Materialy a metody

4.1 Zvirata

V tomto projektu byly pouzity 7-12 tydnu staré mysi inbredniho kmene BALB/c, které
byly pofizeny od spole¢nosti AnLab, s.r.o. (Praha, Ceska republika).

4.2 Média

MSCs byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium;
Biosera, Cholet, Francie; katalogové ¢.: LM-D1111/500), do néhoz bylo ptidano 10% fetalni
bovinni sérum (fetal bovinne serum — FBS; Biosera; katalogové ¢.: FB-1090/500), 10mM
HEPES pufr (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; Carl Roth, Karlsruhe,
Némecko; katalogové ¢.: R.6763.2) a antibiotika — penicilin (100 U/ml; Merck and Co.,

St. Louis, Missouri, USA; katalogové ¢.: P8721) a streptomycin (100 mg/ml; Merck;
katalogové ¢.: S6501).

Na kultivaci MSCs v pfitomnosti ovlivnéni a stejné¢ tak na izolaci splenocyti a
naslednou kokultivaci bylo pouzito RPMI médium (Roswell Memorial Park Institute 1640
medium; Merck; katalogové ¢.: R8758) doplnéné o 10% FBS, HEPES pufr (10 mM)
2-merkaptoetanol (0,05 mM; Merck; katalogové ¢.: M3148) a antibiotika — penicilin (100 U/ml)
a streptomycin (100 mg/ml).

Pro méteni metabolické aktivity MSCs s vyuzZitim Seahorse XF HS Mini analyzéru bylo
pouzito Seahorse XF DMEM médium (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, Kalifornie,
USA; katalogové ¢&.: 103575-100), které bylo doplnéno o glukézu (10 mM; Agilent
Technologies; katalogové ¢.: 103577-100), pyruvat (1 mM; Agilent Technologies; katalogové
¢.: 103578-100) a L-glutamin (2 mM; Agilent Technologies; katalogové ¢.: 103579-100).

4.3 Roztoky

e Fosfatovy pufr (phosphate saline buffer — PBS) — pH 7,2-7,4
o 10 mM fosfat
o 37 mM NaCl
o 2,7mM KCI
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Stanoveni koncentrace celkovych proteint bicinchoninovou metodou (BCA metoda):

4.4

4.5

Reagent B
o 4 g kyseliny bicinchoninové
o 100 ml dH20
Reagent C
o 0,4 g siranu méd’natého (5x hydratovany)
o 10 ml dH,O
Reagent A —pH 11,25
o 6,84 g uhli¢itanu sodného (bezvody)
o 1,6 g vinanu sodného

o 100 ml dH20

Technické vybaveni

Laminarni box CleanAir (Schoeller Instruments s.r.o., Praha, Ceska republika)
Laminarni box SafeFAST premium (DASIT group, Cornaredo, Italie)

CO; inkubétor (Sanyo, Osaka, Japonsko)

Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, UK)

Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

Priatokovy cytometr LSR II (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New
Jersey, USA)

Fluorescencni a opticky mikroskop Leica Dmi8 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Némecko)

Spektrofotometr microplate reader ELx800 (Biotek, Winooski, Vermont, USA)
Mikroobjemovy UV-Vis Spektrofotometr NanoDrop One/One® (Thermo Fisher
Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA)

PTC-100 Thermal Cycler (BioRad/MJ Research, Hercules, Kalifornie, USA)
LigthCycler 480 II (Roche, Rotkreuz, Svycarsko)

Agilent Seahorse XF HS Mini analyzér (Agilent Technologies)

Software

Software pro ovladani pratokového cytometru LSR II — FACSDiva Software (Becton,

Dickinson and Company)
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e Software pro analyzu dat z pritokové cytometrie — GateLogic 400.2A (Invai, Mentone,
Australie)

o Software pro ovladani spektrofotometru microplate reader ELx800 — Revelation
Quicklink (Dynex Technologies, Chantilly, Virginie, USA)

e Software pro ovladani LightCycler 480 II a analyzu dat — LightCycler 480 (Roche)

e Software pro analyzu dat ziskanych z méfeni na Seahorse XF HS Mini analyzéru —
Agilent Seahorse Analytics (Agilent Technologies)

e Software pro statistickou analyzu — GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla,
Kalifornie, USA)

4.6 Izolace a kultivace MSCs

V této praci byly pouzity MSCs izolované z tukové tkan¢ mysi kmene BALB/c. Tukova
tkan byla odebirana z tfiselné oblasti. Odebrana tkan byla promyta PBS a rozsttihdna na mensi
kousky. Nasledné byla tkan Stépena 10% roztokem kolagenéazy I (Merck; katalogové ¢.: C2674)
pti 37 °C po dobu 60 minut, v pribéhu byla smes jednou promichdna. Rozstépena tukova tkan
byla prepipetovana do zkumavky, doplnéna PBS a centrifugovana (8 °C, 170 g, 4 minuty).
Peleta byla odebrana do ¢isté zkumavky, doplnéna PBS a znovu centrifugovéna (8 °C, 170 g,
4 minuty). Tento postup byl jesté dvakrat zopakovan, pti ¢tvrtém promyti vSak bylo misto PBS
pouzito DMEM. Po centrifugaci byla peleta resuspendovana v DMEM a piepipetovana do
kultivaéni lahve (Thermo scientific™ BioLite; katalogové ¢&.: 130189). Buiiky byly kultivovany
v inkubdatoru s 5% COz pfi teploté 37 °C. Po 48 hodinach byly neadherentni buiikky odmyty.
Adherentni buniky byly déle kultivovany a pasaZzovany. MSCs 3. az 6. pasaze byly pouZity na

experimenty. [zolace a kultivace MSCs byla provadéna technickou pracovnici nasi laboratote.

4.7 Ovlivnéni MSCs

Médium z kultivacni lahve bylo odlito a dno lahve bylo oplachnuto PBS. Nésledné bylo
ptidano 500 pl trypsinu, aby se adherentni buniky odlepily. Po 5 minutach bylo do lahve ptidano
6 ml RPMI. MSCs byly seskrabany pomoci skrabky, preneseny do zkumavky a centrifugovany
(8 °C, 170 g, 8 minut). Po centrifugaci byl odlit supernatant a buniky byly resuspendovany
v 1 ml RPMI. MSCs byly spocitany pomoci Biirkerovy komirky, nasazeny podle typu
experimentu do kultivacni desticky (tabulka 1) a inkubovany pti 37 °C a 5 % CO> 24 hodin. Po
24 hodinach byly MSCs stimulovany rapamycinem (0,5 pg/ml; Merck; katalogové ¢.: 37094),
IGF-1 (10 ng/ml; PeproTech, Cranbury, New Jersey, USA; katalogové ¢.: 250-19), nebo IFNy

W

(10 ng/ml; PeproTech; katalogové €.: 315-05) a inkubovany spolu s ovlivnénim dalSich
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24 hodin pii 37 °C. V druhé ¢asti této prace byly MSCs stimulovany bud IGF-1, nebo
oligomycinem (15 uM; Merck; katalogové ¢.: 04867) po dobu 48 hodin. Tato ovlivnéni byla
piidana k MSCs ihned po nasazeni bun¢k do kultivacni desticky (obrazek 4).

Tabulka 1: Nasazeni MSCs do kultivacni desticky

kultivacni desticka

pocet bunék

priitokova cytometrie 12-jamkova destic¢ka' 2x10° MSCs v 2 ml RPMI

qPCR 12-jamkova destic¢ka' 5x10° MSCs v 2 ml RPMI

mikroskopie 24-jamkova desticka' (+ sklicko) | 2x10* MSCs v 1 ml RPMI
WST test 96-jamkova desticka' 1x10* MSCs v 200 pl RPMI
Seahorse 8-jamkova mikrodesticka® 1,5x10* MSCs v 80 ul RPMI

"Nunc, Roskilde, Dansko, *Agilent Technologies

8
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Obrazek 4: Schéma znazornujici stimulaci MSCs; zkratky: - — nestimulované MSCs, RAPA —

rapamycin, IGF-1 — rustovy faktor podobny inzulinu 1, IFNy — interferon gama, OL — oligomycin;
viastni tvorba (vytvoreno v: BioRender.com)

20



4.8 Analyza MSCs

4.8.

1 Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie byla pouzita k detekci povrchovych znakii, mitofagie,

mitochondridlni masy a mitochondridlniho membranového potencidlu u riizné ovlivnénych

MSCs. Daéle byla s vyuzitim této metody detekovéana tvorba ROS a NO.

4.8.1.1 Fenotypizace MSCs

Povrchové znaky byly detekovany pritokovou cytometrii u MSCs stimulovanych

24 hodin rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy. Buiiky byly pfipraveny dle nasledujiciho protokolu:

Odlit médium a 2x promyt PBS

Ptidat do kazdé jamky 200 pl trypsinu a inkubovat 7 minut pti 37 °C

Ptidat do kazdé jamky 3 ml RPMI, buiky seskrabat a pienést do zkumavky
Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut)

Odlit supernatant, prenést zkumavky na led a resuspendovat buniky v 200 pl PBS
Prenést bunky do 96-jamkové desticky s kulatym dnem (Nunc) v objemu 200 pl na jamku
Centrifugovat desti¢ku (8 °C, 170 g, 3 minuty) a poté rozvolnit peletu pouzitim vortexu
Ptidat 10 pl natedéné monoklonalni protilatky proti povrchovému znaku konjugované
s fluorochromem (tabulka 2), inkubovat 30 minut ve tmé pti 4 °C

2x promyt 200 pl PBS a centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty)

Do kazdé jamky piidat 200 pl PBS, obarvit mrtvé buiiky pfidanim 20 pl Hoechst 33258
(1:40 000; Merck; katalogové ¢.: 94403)

MEgfit na prutokovém cytometru LSR 1II (gatovaci strategie je zndzornéna na obrazku 5)

Tabulka 2: Seznam pouZitych monoklondlnich protildtek proti povrchovym znakiim

znak fluorochrom redéni klon vyrobce katalogové ¢.
CDl11b APC 1:100 M1/70 BioLegend 101212
CD31 PE 1:40 390 BioLegend 102407
CD34 PE 1:100 HM34 BioLegend 128609
CD45 APC 1:150 30-F11 BioLegend 103112
CD29 PE 1:100 HMbl-1 Invitrogen 12-0291-82
CDh44 FITC 1:40 M7 BioLegend 103005
CD73 PE 1:120 TY/11.8 Invitrogen 12-0731-82
CD90.2 APC 1:100 30-H12 SONY 1126560
CD105 AF488 1:40 MIJ7/18 BioLegend 120406
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4.8.1.2 Méreni mitofagie

Mitophagy detection kit (Dojindo Molecular Technologies, Kumamoto, Japonsko;
katalogové ¢.: MDO01-10) byl pouzit k méfeni mitofagie metodou pritokové cytometrie u MSCs
ovlivnénych rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy. Tento kit obsahuje detekéni Ccinidlo
MitophagyDye (tabulka 3) znadici mitochondrie v buiikach. MitophagyDye je slabé
fluorescen¢ni, avSak po fiizi mitochondrie a lysozomu, ke které dochazi po indukci mitofagie,
se jeho fluorescence vyrazné zvysuje. Priprava bunck probihala dle pokyni poskytnutych

vyrobcem:

e MSCs nasadit na desticku a inkubovat 24 hodin pti 37 °C

e (Odlit médium a 2x promyt buiiky 0% RPMI

e Pfidat 300 pl MitophagyDye (100nM) na jamku a inkubovat 30 minut pii 37 °C

e 2x promyt buitkky 0% RPMI

e Stimulovat buiiky rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy a inkubovat 24 hodin pti 37 °C
e Pridat do kazdé jamky 200 ul trypsinu a inkubovat 7 minut pii 37 °C

e Pridat do kazdé jamky 3 ml RPMI, bunky seskrabat a prenést do zkumavky

Nésledné byly buniky pfipraveny na analyzu na pritokovém cytometru:

e Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut)

e (dlit supernatant, pfenést zkumavky na led a resuspendovat buniky v 200 pl PBS

e Pfenést buniky do 96-jamkové desticky s kulatym dnem v objemu 200 pl na jamku a
centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty)

e 2x promyt 200 pl PBS a centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty)

e Do kazdé jamky ptidat 200 ul PBS, obarvit mrtvé bunky ptidanim 20 pl Hoechst 33258
(1:40 000)

e ME¢fit na pritokovém cytometru LSR II (gatovaci strategie je znazornéna na obrazku 5)

4.8.1.3 Méreni mitochondrialni masy a membranového potencidlu mitochondrii

Mitochondridlni masa a mitochondridlni membranovy potencial MSCs ovlivnénych
rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy byly detekovany pritokovou cytometrii. K fluorescenénimu
zna€eni mitochondrii byl pouZzit bud’'to MitoTracker Red CMXRos (Thermo Fisher Scientific —
Invitrogen™; katalogové ¢&.: M7512) (tabulka 3), kationické barvivo akumulujici se
v mitochondriich s membranovym potencidlem, nebo MitoSpy Green FM (BioLegend, San

Diego, Kalifornie, USA; katalogové ¢.: 424805) (tabulka 3), ktery zna¢i mitochondrie nezéavisle
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na membranovém potencidlu, a pouziva se proto k detekci mitochondridlni masy. Pfiprava

bun¢k probihala dle nasledujiciho protokolu:

e (Odlit médium a 2x promyt PBS

e Pridat do kazdé jamky 200 pl trypsinu a inkubovat 7 minut pii 37 °C

e Pridat do kazdé¢ jamky 3 ml RPMI, bunky seskrabat a prenést do zkumavky

e Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut)

e Barvit bunky v 1 ml MitoTracker Red CMXRos (100 nM), nebo v 1 ml MitoSpy Green
(250 nM) 30 minut pti 37 °C

e Pfipravit bunky na méfeni na priitokovém cytometru (viz protokol vyse)

e ME¢fit na prutokovém cytometru LSR II (gatovaci strategie je znazornéna na obrazku 5)

4.8.1.4 Méieni ROS a NO

K detekei intracelularnich ROS metodou pritokové cytometrie u MSCs stimulovanych
rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy bylo pozito ¢inidlo DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate; Invitrogen™; katalogové ¢&.: D399). DCFDA je po vstupu do buiiky deacetylovéano
intracelularnimi esterazami a ndsledné¢ oxidovdno intracelularnimi ROS na DCF

(2',7'-dichlorofluorescein) (tabulka 3), ktery je vysoce fluorescencni.

K detekci NO priutokovou cytometrii byl pouzit DAF-FM (4-amino-5-methylamino-2',7'-
difluorofluorescein; Invitrogen™; katalogové &.: D23841). DAF-FM vstupuje do bungk, kde
se po reakci s NO preménuje na fluorescencni benzotriazol (tabulka 3). Bunky byly pfipraveny

dle nasledujiciho protokolu:

e (Odlit médium, pfidat 150 pl DCFDA (100 uM) pro detekci ROS, nebo 150 ul DAF-FM
(25 uM) pro detekci NO a inkubovat 30 minut pii 37 °C

e 2x promyt PBS

e Pridat do kazdé jamky 200 pl trypsinu a inkubovat 7 minut pii 37 °C

e Pridat do kazdé jamky 3 ml RPMI, buniky seSkrabat a pfenést do zkumavky

e Ptipravit buiiky na méfeni na pritokovém cytometru (viz protokol vyse)

e M¢fit na pritokovém cytometru LSR II (gatovaci strategie je znazornéna na obrazku 5)

23



Tabulka 3: Seznam pouZitych markern

excitaéni/emisni

marker vyrobce znaceni
spektrum
MitophagyDye 530/700 nm Dojindo mitofagie
MitoTracker Red CMXRox 581/644 nm Invitrogen | mitochondrie (potencial)
MitoTracker Deep Red 644/665 nm Invitrogen | mitochondrie (potencial)
MitoSpy Green FM 490/516 nm BioLegend mitochondrie (masa)
DCF 492/527 nm Invitrogen ROS
DAF-FM 495/515 nm Invitrogen NO
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Obrazek 5: Ukdzka gatovaci strategie pouZité pvi analyze MSCs; zkratky: RAPA — rapamycin, IGF-1 —
riistovy faktor podobny inzulinu 1, IFNy — interferon gama, MitoS Green — MitoSpy Green FM, MitoT
Red — MitoTracker Red CMXRos

4.8.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

K vizualizaci uspofadani mitochondrii v rizné stimulovanych MSCs byl pouZit

fluorescen¢ni mikroskop Leica Dmi8. Buiniky byly pfipraveny dle nasledujiciho protokolu:

e (Odlit médium a promyt PBS
e Pridat 1 ml MitoTracker Red CMXRos (100nM) a inkubovat 30 minut pii 37 °C
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e 2x promyt PBS, fixovat 10 minut v 500 pl 4% paraformaldehydu

e Promyt PBS, 2x permeabilizovat (1x10 minut a 1x3 minuty) v 500 pl 0,2% roztoku Triton
X-100 (Merck; katalogové €.: X100) v PBS s 5% bovinnim sérovym albuminem

e Pfidat 50 ul primarni monoklonalni protilatky proti alfa-tubulinu (1:200; Invitrogen™;
katalogové ¢.: 32-2500) tedéné v roztoku Triton X-100, zakryt parafilmem a barvit
1 hodinu pfi pokojové teploté

e 2x promyt PBS

e Pridat 50 pl rat anti-mouse sekundarni protilatky konjugované s fluorochromem (1:400;
Invitrogen™; katalogové &.: 11-4011-85) fedéné v roztoku Triton X-100, zakryt
parafilmem a barvit 1 hodinu pfi pokojové teploté

e 2x promyt PBS

e Dat kapku Mowiolu (Calbiochem, Billerica, Massauchusetts, USA; katalogové ¢.:
47-590-4) s DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) na podlozni sklicko, zakryt krycim
sklickem s bunikami a nechat zaschnout 20 minut zakryté v lednici

¢ Analyzovat na fluorescenénim mikroskopu

4.8.3 WST test

WST test byl pouzit k méfeni metabolické aktivity MSCs stimulovanych rapamycinem,
IGF-1, nebo IFNy. Tento test je zaloZen na §tépeni tetrazoliové soli WST-1 (Roche; katalogové
¢.: 5015944001) na barevny formazan mitochondridlni sukcindt dehydrogenazou. Ptiprava

probihala dle nésledujiciho protokolu:

e Pridat do kazdé jamky WST-1 (1:10)
e Inkubovat 3 hodiny pti 37 °C

e MEéfit absorbanci na spektrofotometru microplate reader ELx800 pii vinové délce 450 nm

4.8.4 Kvantitativni polymerazova retézova reakce

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase chain reaction —
qPCR) byla pouzita ke stanoveni relativni exprese genl souvisejicich s mitochondridlni
dynamikou, mitofagii, autofagii a glykolyzou u MSCs stimulovanych rapamycinem, IGF-1,

IFNy, nebo oligomycinem.

4.8.4.1 Izolace RNA

RNA bylo z MSCs izolovano dle nasledujiciho protokolu:
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e Odebrat médium, piidat 300 pl TRI reagentu® (Molecular Research Center, Inc.,
Cincinnati, Ohio, USA; katalogové ¢.: TR118) do kazdé jamky a promichat pomoci
pipety

e Pienést buiiky v TRI reagentu® do mikrozkumavek bez obsahu RN4z a DN4z

e Pridat 60 pl chloroformu, promichat a nechat stat 5 minut pii pokojové teploté

e Centrifugovat v chladu (8 °C, 14000 g, 15 minut)

e Horni fazi prepipetovat do Cistych mikrozkumavek bez obsahu RN4z a DNaz

e Pridat isopropanol v mnozstvi stejném jako je mnozstvi odebrané faze, promichat

e Nechat stat 8 minut pii pokojové teploté

e Centrifugovat v chladu (8 °C, 14000 g, 8 minut)

e QOdebrat supernatant, promyt 20 pl 70% etanolu

e Vlozit mikrozkumavky do termoblocku s nastavenou teplotou 40 °C, nechat vyschnout

e Ptidat 25 pl H>O bez obsahu RNaz

e Vlozit mikrozkumavky na 5 minut do termoblo¢ku s nastavenou teplotou 65 °C

Cistota izolované RNA a jeji koncentrace byla detekovana s vyuzitim spektrofotometru

NanoDrop. Poté byla RNA piepsana reverzni transkripci do DNA.

4.8.4.2 Reverzni transkripce

Pro reverzni transkripci byl pouzit kit SuperScript IV RT (Invitrogen™; katalogové ¢.:

18090200). Postupovalo se dle pokynii vyrobce:

e K 1 pg RNA pfidat 1 pl ndhodnych hexamert primerti (Thermo Scientific™; katalogové
¢.: SO142) a 1 pl deoxynukleotidii (Thermo Scientific™; katalogové ¢.: R0192), doplnit
do 13 pl H>O bez obsahu RNaz

e Vlozit smés do thermocycleru a zahtat na 65 °C po dobu 5 minut, poté dat na led

e Pridat 4 pl 5x SSIV buffer, 1 pl DTT (dithiothreitol; 0,1 M), 1 ul RNase inhibitoru
(Invitrogen™; katalogové ¢.: 10777019) a 1 pl SuperScript IV reverzni transkriptazy

e Vlozit smés do thermocycleru (10 minut 23 °C, 10 minut 50 °C, 10 minut 80 °C), poté
zchladit na 4 °C

e Pouzit cDNA na qPCR

4.8.4.3 Méreni qPCR
Vzorky byly napipetovany do 384-jamkové desticky (BlOplastics, Landgraaf,
Nizozemsko) v triplikatech. Méfeni qPCR probihalo na pfistroji LightCycler 480 II. Pro
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vSechna méfeni byl pouzit 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR supermix (Solid BioDyne, Tartu,
Estonsko; katalogové ¢.: 08-36-00020). Housekeeping geny ACTB a GAPDH byly vybrany
jako kontrola. VSechny pouzité primery jsou uvedeny v tabulce 4. Vyhodnoceni bylo

provedeno metodou relativni kvantifikace. Reakce probéhla dle néasledujiciho protokolu:
e Kazdy vzorek piipravit smichanim 1 pul cDNA, 1 ul primert F (forward) + R (reverse),
2 ul SYBR a 6 pl H>O bez obsahu RNaz
e Preinkubace: 10 minut pti 95 °C
e 50 cyklu s profilem: 10 sekund 95 °C, 30 sekund 60 °C, 1 sekunda 72 °C
e Zchlazeni na 40 °C

Tabulka 4: Seznam pouZitych primeri

gen sekvence primeru
forward reverse
ACTB CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA
GAPDH GCCAAGGTCATCCATGACAAC GTCCACCACCCTGTTGCTGTA
PPARG GGAAGACCACTCGCATTCCTT GTAATCAGCAACCATTGGGTCA
MFNI CCTACTGCTCCTTCTAACCCA AGGGACGCCAATCCTGTGA
MFN2 AGAACTGGACCCGGTTACCA CACTTCGCTGATACCCCTGA
OPAl TGGAAAATGGTTCGAGAGTCAG CATTCCGTCTCTAGGTTAAAGCG
DRPI CAGGAATTGTTACGGTTCCCTAA CCTGAATTAACTTGTCCCGTGA
HK1 CGGAATGGGGAGCCTTTGG GCCTTCCTTATCCGTTTCAATGG
PFKFBI ATGAGCTGCCCTATCTCAAGT GTCCCGGTGTGTGTTCACAG
H6PD ATGAAGCACACAGGCATTTGG TCCAGGTATAGCTGAAACAGTCC
TIMM?23 GAAGGTGGCGGAAGAAGTAGC GGGGGTTCATACCAGTCAGC
PINK1 GGCTTCCGTCTGGAGGATTAT AACCTGCCGAGATATTCCACA
MAPILC3A4 GACCGCTGTAAGGAGGTGC CTTGACCAACTCGCTCATGTTA
MAPILC3B | TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG | CGCCGTCTGATTATCTTGATGAG

4.8.5 Méreni metabolické aktivity s vyuzitim Seahorse analyzéru

Agilent Seahorse XF HS Mini analyzér byl vyuZit k méfeni metabolické aktivity MSCs
stimulovanych 48 hodin IGF-1, nebo oligomycinem. Pfiprava probihala dle nasledujiciho

protokolu:

e Den pied méfenim hydratovat kazetu piiddnim 200 pl destilované H>O do kazdé jamky,

zakryt parafilmem a vloZit na 24 hodin do inkubatoru bez CO; nastaveného na 37 °C
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V den méfeni nahradit vodu v kazeté kalibrantem (Agilent Technologies; katalogové ¢.:
103059-000) zahtatym na 37 °C, inkubovat kazetu 1 hodinu pii 37 °C v inkubatoru bez
CO2
Promyt buniky 200 pl média Seahorse XF DMEM, nésledné napipetovat do kazdé jamky
180 pl tohoto média a inkubovat 1 hodinu pti 37 °C v inkubatoru bez CO»
Naredit v Seahorse XF DMEM inhibitory obsazené v Seahorse XFp Real-Time ATP Rate
Assay Kit (Agilent Technologies; katalogové ¢.: 103591-100)

o Oligomycin (15 uM) — inhibitor ATP syntazy

o Rotenon + antimycin A (5 uM) — inhibitory komplexu I a komplexu I1I
Napipetovat 20 pl oligomycinu do portu A a 22 ul rotenonu + antimycin A do portu B
Vlozit kazetu do Seahorse analyzéru pro kalibraci pfistroje
Promyt buiikky médiem Seahorse XF DMEM, doplnit v§echny jamky na 180 pl

Analyzovat buriky s vyuZitim Seahorse analyzéru

4.8.5.1 BCA metoda

Celkova koncentrace proteint v buiikach byla stanovena pouzitim BCA metody a

nasledné byla vyuzita pro normalizaci dat ziskanych méfenim na Seahorse analyzéru.

Ptiprava probihala podle nésledujiciho protokolu:

4.9

Odlit médium a 2x promyt PBS

Do kazdé jamky napipetovat 100 pl ¢inidla pfipraveného smichanim reagentu B,
reagentu C a reagentu A (24:1:25)

Inkubovat 30 minut pti 60 °C

Ptenést obsah jamek do 96-jamkové desticky

Meéfit absorbanci na spektrofotometru microplate reader ELx800 pii vinové délce 562 nm

Analyza splenocytii

4.9.1 Izolace splenocyti

Slezina odebrana z mysi inbredniho kmene BALB/c byla mechanicky homogenizovana,

prefiltrovana ptes nylonovou gézu do zkumavky a centrifugovéana (8 °C, 170 g, 8 minut). Po

resuspendovani pelety v RPMI byly splenocyty spocitany s vyuzitim Biirkerovy komirky.
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4.9.2 Kokultivace MSCs a splenocyti

Stimulované MSCs byly po odliti média promyty PBS a barveny v 1 ml MitoTracker Red
CMXRos (100 nM), nebo MitoTracker Deep Red (100 nM; Invitrogen™; katalogové &.:
M?22426) (tabulka 3) 30 minut pii 37 °C. Poté byly MSCs 2x promyty PBS a do kazdé jamky
bylo ptidano 200 pl trypsinu. Po 7 minutdch byly do jamek napipetovany 3 ml RPMI. Bunky
byly seskrabany Skrabkou, pieneseny do zkumavek a centrifugovany (8 °C, 170 g, 8 minut).
Supernatant byl odlit a MSCs byly spocitany pomoci Biirkerovy komurky.

MSCs a splenocyty v poméru 1:20 byly nasazeny do 24-jamkové desticky v celkovém
objemu 1 ml RPMI. Buiky byly kokultivovany pii 37 °C v inkubatoru s 5% CO; po dobu
45 minut nebo 48 hodin pro analyzu mitochondridlniho pfenosu, 48 hodin pro meéfeni
intracelularnich cytokinti, nebo 72 hodin pro méfeni transkripénich faktorti. Splenocyty pouzité
na 48hodinovou a 72hodinovou kokultivaci byly po nasazeni stimulovany konkanavalinem A

(1,25 pg/ml; Merck; katalogové ¢.: C2010).

4.9.3 Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie byla pouzita pro analyzu pfenosu mitochondrii z MSCs do

splenocyti, ddle pro méteni intracelularnich cytokint a transkripénich faktora.

4.9.3.1 Méreni pirenosu mitochondrii z MSCs do splenocyti

Splenocyty kokultivované s riazné stimulovanymi MSCs po dobu 45 minut nebo 48 hodin

byly pfipraveny pro analyzu mitochondridlniho pfenosu dle nésledujiciho protokolu:

e Celou ptipravu provadét na ledé

e Jamky doplnit PBS, buiiky seSkrabat Skrabkou a pfenést do zkumavky

e Jamky 2x oplachnout PBS a pfenést obsah do zkumavky

e Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut)

e (dlit supernatant a resuspendovat bunky v 200 ul PBS

e Prenést buiiky do 96-jamkové desticky s kulatym dnem v objemu 200 pl na jamku

e Centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty) a poté rozvolnit peletu pouzitim vortexu

e Pridat 10 pl nafedéné monoklonalni protilatky proti povrchovému znaku konjugované
s fluorochromem (tabulka 5) pro rozliSeni vybranych populaci splenocytii (CD4", CD8a",
CD19", CD11b")., inkubovat 30 minut ve tmé& pii 4 °C

e 2x promyt 200 pl PBS a centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty)

e Do kazd¢ jamky ptidat 200 pl PBS, obarvit mrtvé buiiky 20 pl Hoechst 33258 (1:40 000)
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e MEfit na pratokovém cytometru LSR II (gatovaci strategie je zndzornéna na obrazku 7)

4.9.3.2 Méreni intracelularnich cytokini a transkrip¢nich faktori
Splenocyty kokultivované 48 hodin s MSCs stimulovanymi IGF-1, nebo oligomycinem
byly pouzity pro analyzu intracelularnich cytokini metodou pritokové cytometrie. Buiiky byly

pfipraveny dle nasledujiciho protokolu:

e 45 hodiny pfed méfenim stimulovat buitky PMA (phorbol 12-myrystate 13-acetate;
20 ng/ml; Merck; katalogové ¢.: P8139), ionomycinem (500 ng/ml; Merck; katalogové
¢.: 10634) a brefeldinem A (5 pg/ml; Invitrogen™; katalogové ¢&.: 00-4506-51)

e Desticku prenést na led, buiiky seskrabat Skrabkou a pfenést do zkumavky

e Jamky 2x oplachnout PBS a ptenést obsah do zkumavky

e Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut)

e (dlit supernatant a resuspendovat buiiky v potfebném mnozstvi PBS

e Pienést buitkky do 96-jamkové desticky s kulatym dnem v objemu 200 pl na jamku

e Centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty) a poté rozvolnit peletu pouzitim vortexu

e Barvit buiiky v 10 pl nafedénych monoklonalnich protilatek proti povrchovym znakiim
(tabulka 5) pro rozli$eni vybranych populaci splenocyti (CD4", CD8a") a jejich aktivace
(CD25) spole¢né s Live/Dead Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (1:1000; Invitrogen™;
katalogové ¢€.: L34955) pro oznaceni mrtvych buné€k, inkubovat 30 minut ve tmé pii 4 °C

e Promyt 200 ul PBS a centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty)

e Prfidat do kazdé jamky 100 pl fixaéniho roztoku z eBioscience™ Intracellular Fixation
and Permeabilization Buffer Set (Invitrogen™; katalogové &.: 88-8824-00), inkubovat
30 minut ve tm& (10 minut na led¢ a poté 20 minut pii pokojové teplotg)

e Pridat do kazdé jamky 100 ul permeabiliza¢niho roztoku (1:10; eBioscience™
Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer Set) v PBS

e Centrifugovat desticku (23 °C, 300 g, 4 minuty)

e Pridat 200 pl permeabilizacniho roztoku a centrifugovat desticku (23 °C, 300 g, 4 minuty)
e Barvit buitkky v 10 pl nafedéné monoklonélni protilatky proti intracelularnimu znaku
(tabulka 5) v permeabilizacnim roztoku po dobu 30 minut ve tmé pfi pokojové teploté
e 2x promyt 200 pl permeabilizacniho roztoku a centrifugovat desticku (23 °C, 300 g,

3 minuty), poté do kazdé jamky ptidat 200 pl permeabilizaniho roztoku

e ME¢fit na prutokovém cytometru LSR II (gatovaci strategie je znazornéna na obrazku 21)
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Pro detekci transkripénich faktorti pritokovou cytometrii byly pouzity splenocyty

kokultivované po dobu 72 hodin s MSCs stimulovanymi IGF-1, nebo oligomycinem. Pfiprava

bunék probihala dle nasledujiciho protokolu:

Desticku prenést na led, bunky seskrabat Skrabkou a pfenést do zkumavky

Jamky 2x oplachnout PBS a pfenést obsah do zkumavky

Centrifugovat (8 °C, 170 g, 8 minut)

Odlit supernatant a resuspendovat buiiky v potifebném mnozstvi PBS

Ptenést buiiky do 96-jamkové desticky s kulatym dnem v objemu 200 pl na jamku
Centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty) a poté rozvolnit peletu pouzitim vortexu
Barvit buiky v 10 pl nafedéné monoklonalni protilatky proti povrchovému znaku
(tabulka 5) pro rozliSeni vybranych populaci splenocytd (CD4", CD8a") spole¢né
s Live/Dead Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (1:1000) pro oznaceni mrtvych bunégk,
inkubovat 30 minut ve tmé pii 4 °C

Promyt 200 pl PBS a centrifugovat desticku (8 °C, 170 g, 3 minuty)

Fixovat buiiky ve 100 pl roztoku fixa¢niho koncentratu ve fixa¢nim diluentu (1:3;
eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set; Invitrogen™; katalogové
¢.: 00-5523-00)

Permeabilizovat buiiky a barvit intracelularni znaky stejné jako pii pfipravé bunck na
méteni intracelularnich cytokint (viz protokol vyse)

MEgfit na pratokovém cytometru LSR II (gatovaci strategie je zndzornéna na obrazku 21)
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Tabulka 5: Seznam monoklondlnich protilatek pouZitych pii analyze splenocytii

znak | fluorochrom | ¥edéni klon vyrobce katalvogové znadeni
¢.
CD45 A700 1:200 30-F11 BioLegend 103128 povrch
CD4 FITC 1:150 GK1.5 BioLegend 100405 povrch
CD8a FITC 1:160 53-6.7 BioLegend 100705 povrch
CD8a APC 1:160 53-6.7 BioLegend 100712 povrch
CDl11b APC 1:100 M1/70 BioLegend 101212 povrch
CD19 FITC 1:90 6D5 BioLegend 115505 povrch
CD25 APC 1:200 PC61.5 eBioscience | 17-0251-82 povrch
IL-2 APC 1:100 | JES6-5H4 | Invitrogen | 17-7021-82 | intracelularni
IL-17A APC 1:70 eBio17B7 | eBioscience | 17-7177-81 | intracelularni
IL-10 APC 1:80 | JES5-16E3 | BioLegend 505010 intracelularni
Ki-67 PE 1:150 SolA15 Invitrogen | 12-5698-82 | intracelularni
Foxp3 PE 1:100 FJK-16s | eBioscience | 12-5773-82 | intracelularni
RORyt PE 1:80 AFKIJS-9 Invitrogen | 12-6988-82 | intracelularni

4.10 Statisticka analyza

Statistickd analyza ziskanych dat byla provedena s vyuzitim programu GraphPad Prism 8.

Ze statistickych metod byla pouzita jednosmérnda ANOVA, nebo parovy t-test. Hodnoty
statistické odchylky */x/# p < 0,05, **/xx/## p < 0,01, ***/xxx/### p < 0,001, **** /xxxx/#Ht##

p <0,0001 byly povazovany za signifikantni.
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5 Vysledky

5.1 Prvni cast

5.1.1 Fenotypizace MSCs

Nejprve jsme chtéli prokdzat, ze bunky pouzivané v naSich experimentech spliuji
charakterizaci MSCs. Zajimalo nas také, zda stimulace MSCs rapamycinem, IGF-1, nebo [FNy
po dobu 24 hodin mé vliv na jejich fenotyp. Detekce exprese povrchovych znakl s vyuzitim
pratokové cytometrie ukdzala, ze ndmi pouzivané MSCs jsou pozitivni na CD29, CD90.2 a
slabé pozitivni na CD105, CD73 a CD44 (vse markery MSCs). Naopak tyto buiiky na svém
povrchu neexprimuji CD31, CD34, CD45 a CD11b, coz jsou znaky hematopoetickych bun¢k.
Zaroven tyto vysledky ukazuji, Zze stimulace MSCs expresi vySe zminénych povrchovych znaki

neovlivituje (obrazek 6).
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Obrazek 6: Exprese povrchovych znakit MSCs. Reprezentativni histogramy zndzornujici expresi
molekul CD31, CD34, CD45, CDI11b, CD29, CD90.2, CD105, CD73 a CD44 na povrchu MSCs
nestimulovanych a MSCs stimulovanych RAPA, IGF-1, nebo IFNy. Méreno pritokovou cytometrii.
Zkratky: RAPA — rapamycin, IGF-1 — riistovy faktor podobny inzulinu 1, IFNy — interferon gama
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5.1.2 Mitochondrialni pienos z MSCs do splenocytii

Mitochondrialni ptenos z MSCs do imunitnich bun€k byl u nas v laboratofi n¢kolikrat
potvrzen. V tomto projektu nas zajimalo, zda stimulace MSCs indukuje néjaké zmeény
v prenosu mitochondrii. MSCs ovlivnéné po dobu 24 hodin rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy
byly barveny MitoTrackerem Red CMXRos. Nasledn¢ byly 45 min kokultivovany se
splenocyty v poméru 1:20. Pfenos mitochondrii byl detekovan metodou pratokové cytometrie,
pouzitd gatovaci strategie je znazornéna na obrazku 7. Vysledky ukazuji nartst
mitochondrialniho pfenosu po stimulaci MSCs IGF-1, a to do vSech vybranych populaci

imunitnich bunék (CD4", CD8", CD11b", CD19") (obrazek 8). Vyjma CD11b" bunék je rozdil

signifikantni.
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Obrazek 7: Ukazka gatovaci strategie mitochondrialniho prenosu 7 MSCs do splenocytii. Ukdazdano na
CD4" T-lymfocytech, ostatni populace byly gatovdny stejné. Zkratky: MitoT Red — MitoTracker Red
CMXRos
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Obrazek 8: Viiv stimulace MSCs na pienos mitochondrii do vybranych populaci imunitnich bunék.
Meéreno pritokovou cytometrii. Grafy ukazuji procentudlni zastoupeni MitoT Red pozitivnich bunék.
Vysledky ze 4 nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu byla pouzita jednosmérnda ANOVA —
Tukeyho test, *p<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku. Zkratky.: K — splenocyty kultivované
bez pritomnosti MSCs, RAPA — rapamycin, IGF-1 — rustovy faktor podobny inzulinu I,
IFNy — interferon gama, MitoT Red — MitoTracker Red CMXRos

5.1.3 Usporadani mitochondrii v MSCs

Poté, co jsme zjistili, Ze MSCs stimulované IGF-1 vykazuji vy$s§i mitochondridlni pfenos
ve srovnani s nestimulovanou kontrolou, nas zajimalo, ¢im se tyto bunky lisi. JelikoZ pozice
mitochondrii a jejich struktura maji vliv na schopnost pfedavat mitochondrie, rozhodli jsme se
podivat se na uspofaddni mitochondrii v MSCs stimulovanych 24 hodin rapamycinem, IGF-1,
nebo IFNy s vyuZzitim fluorescenéni mikroskopie. Zjistili jsme, ze nestimulované MSCs maji
mitochondrie uspotfadané prevazné kolem jadra (obrazek 9 — A), stejné usporadani mitochondrii
bylo pozorovano také u MSCs stimulovanych IFNy (obrdzek 9 — D). Oproti tomu MSCs

ovlivnéné IGF-1 maji mitochondrie rozprostiené po celé buiice (obrazek 9 — C). Mitochondrie
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MSCs stimulovanych rapamycinem jsou kulatého tvaru a vypada to, ze v téchto buikach

probihéd mitofagie (obrazek 9 — B).

a-tubulin

ca-tubulin

a-tubulin

a-tubulin

Obrazek 9: Vliv stimulace na uspovdadani mitochondrii v MSCs. Fluorescencni mikroskopické obrazky:
A — nestimulovana kontrola, B — MSCs stimulované rapamycinem, C — MSCs stimulované IGF-1, D —
MSCs stimulované IFNy. Jadra barvena DAPI (modrd), mitochondrie barveny MitoT Red (Cervena),
o-tubulin barven s vyuzitim primarni a sekundarni protilatky (zelena). Zkratky: MitoT Red —
MitoTracker Red CMXRos
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5.1.4 Mitofagie v MSCs

Vysledky z fluorescencni mikroskopie poukazuji na moznou probihajici mitofagii
v MSCs ovlivnénych rapamycinem. Abychom to potvrdili, méfili jsme mitofagii s vyuzitim
Mitophagy detection kit a prutokové cytometrie. Ze ziskanych vysledka vyplyva, ze mitofagie
v MSCs je celkové velmi nizka. Po stimulaci MSCs rapamycinem dochazi k signifikantnimu

nartistu oproti ostatnim skupinam (obrazek 10).
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Obrazek 10: Vliv stimulace MSCs na mitofagii. Méreno pritokovou cytometrii. A — ukdzka dotplotii
zobrazujicich mitofagii;, B — kvantifikace. Graf ukazuje procentudlni zastoupeni MitophagyDye
pozitivnich bunék. Vysledky ze 4 nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu byla pouzita
jednosmérna ANOVA — Tukeyho test, ***p<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku. Zkratky:
RAPA — rapamycin, IGF-1 — riistovy faktor podobny inzulinu 1, IFNy — interferon gama

5.1.5 Mitochondrialni masa a membranovy potencial mitochondrii MSCs

Z ptedchozich experimentli vime, Ze rapamycin aktivuje v MSCs mitofagii. O IGF-1 je
naopak znamo, Ze podporuje biogenezi mitochondrii. Oba tyto mechanismy se podileji na
regulaci mnozstvi a kvality mitochondrii v bufice. Z toho divodu jsme se rozhodli v MSCs
stimulovanych 24 hodin rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy méfit mitochondridlni masu a
mitochondridlni membranovy potencidl. Mitochondrie MSCs byly barveny MitoSpy Green FM
(masa), nebo MitoTracker Red CMXRos (membrianovy potencidl). Buiky byly poté
analyzovany na pratokovém cytometru. K naSemu piekvapeni nebyla detekovana zména
mitochondrialni masy ani mitochondrialniho membranového potencialu po zadné ze stimulaci

(obrazek 11).
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Obrazek 11: Vliv stimulace na mitochondridlni masu a mitochondridlni membranovy potencidl
MSCs. Meéreno priitokovou cytometrii. A, B — ukdzka histogramii zobrazujicich mitochondridalni masu,
nebo mitochondridalni membranovy potencial. C, D — kvantifikace. Grafy ukazuji MFI MitoS Green,
nebo MitoT Red. Vysledky ze 4 nezavislych experimenti. Zkratky: RAPA — rapamycin, IGF-1 — ristovy
faktor podobny inzulinu 1, IFNy — interferon gama, MitoS Green — MitoSpy Green FM, MitoT Red —
MitoTracker Red CMXRos, MFI — mean fluorescence intensity

5.1.6 Mitochondrialni dynamika u MSCs

Abychom zjistili, zda IGF-1 podporuje biogenezi mitochondrii v MSCs, méfili jsme
s vyuzitim qPCR relativni expresi genu PPARG. Z vysledkil je patrné, Ze po 24hodinové
stimulaci MSCs ke zméné exprese PPARG nedochazi (obrazek 12). Aktivaci mitochondrialni

biogeneze u MSCs ovlivnénych IGF-1 jsme tudiZ nepotvrdili.

Mitochondrialni dynamika také hraje roli v mitochondridlnim pfenosu. Pfedpoklada se,
ze spiSe jsou prenaSeny mitochondrie oddélené nez dlouhd mitochondrialni sit. Zajimalo nés
tedy, zda stimulace MSCs po dobu 24 hodin rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy mé na
mitochondridlni dynamiku vliv. Metodou qPCR jsme detekovali relativni expresi MFNI,
MFN2 a OPAI, geni asociovanych s fuzi mitochondrii, a genu DRPI
asociovaného s mitochondrialnim délenim. Stejné jako v ptipadé PPARG, exprese téchto genil

se po stimulaci MSCs vyrazn¢€ neméni (obrazek 12).
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Obrazek 12: Vliv stimulace MSCs na expresi genii asociovanych s biogenezi, fiizi a délenim
mitochondprii. Relativni exprese genii byla stanovena pomoci gPCR. Jako kontrola byla pouZita exprese
genit ACTB a GAPDH. Vysledky ze 3 nezavislych experimenti. Zkratky: RAPA — rapamycin, IGF-1 —
rustovy faktor podobny inzulinu 1, IFNy — interferon gama

5.1.7 Metabolismus MSCs

Dale nas zajimalo, jestli ma stimulace MSCs rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy po dobu

24 hodin vliv na metabolickou aktivitu MSCs.

Aktivita mitochondrialni sukcinat dehydrogendzy byla stanovena pomoci WST testu.
Vysledky ukazuji signifikantni sniZeni aktivity enzymu sukcindt dehydrogendzy u MSCs
stimulovanych rapamycinem ve srovnani s nestimulovanymi MSCs a MSCs ovlivnénymi

IGF-1, nebo IFNy (obrazek 13).
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Obrazek 13: Vliv stimulace na aktivitu sukcindt dehydrogendzy v MSCs. Méreno pomoci WST testu.
Vysledky z 5 nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu byla pouZita jednosmérna ANOVA —
Tukeyho test, *p<0,05, **p<0,01 predstavuji statisticky vyznamnou odchylku. Zkratky: RAPA —
rapamycin, IGF-1 — riistovy faktor podobny inzulinu 1, IFNy — interferon gama, OD — opticka denzita

Relativni exprese genti kodujicich vybrané enzymy glykolyzy byla stanovena metodou
qPCR. Vysledky ukazuji, ze k Zadné vyrazné zméné v expresi genit HK1, PFKFBI a H6PD po

zadné ze stimulaci nedochazi (obrazek 14).
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Obrazek 14: Viiv stimulace MSCs na expresi genii asociovanych s glykolyzou. Exprese genii byla
stanovena pomoci gPCR. Jako kontrola byla pouzZita exprese gemit ACTB a GAPDH. Vysledky ze 3
nezavislych experimentu. Zkratky: RAPA — rapamycin, IGF-1 — ristovy faktor podobny inzulinu 1,
IF Ny — interferon gama

5.1.8 Produkce ROS a NO MSCs

ROS jsou produkovany ptevazné v mitochondriich. Jejich hromadéni v buiice negativné
ovlivituje kvalitu mitochondrii a celkové stav buiky. Chtéli jsme proto védet, zda ma

24hodinova stimulace MSCs rapamycinem, IGF-1, nebo IFNy vliv na produkci intracelularnich
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ROS. Vysledky z pritokové cytometrie ukazuji, ze se tvorba ROS v MSCs po zadné ze

stimulaci vyrazné neméni (obrazek 15 — A, B).

S vyuzitim pritokové cytometrie jsme detekovali také produkci NO. NO produkovany
MSCs je povazovan za imunosupresivni molekulu. Zajimalo nas tedy, jestli se po ovlivnéni
MSCs IFNy, ktery podporuje jejich imunomodula¢ni pisobeni, tvorba NO zvySuje. Na zékladé
ziskanych vysledkli jsme toto tvrzeni potvrdili — pozorovali jsme signifikantni nartst tvorby

NO u MSCs stimulovanych IFNy oproti MSCs nestimulovanym (obrazek 15 — C, D).
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Obrazek 15: Vliv stimulace MSCs na produkci ROS a NO. Méreno priitokovou cytometrii. A — ukazka
histogramii zobrazujicich tvorbu ROS. B — kvantifikace. Graf ukazuje MFI DCF (marker produkce
ROS). Vysledky ze 4 nezavislych experimentii. C — ukdazka histogramii zobrazujicich tvorbu NO. D —
kvantifikace. Graf ukazuje MFI DAF-FM (marker produkce NO). Vysledky ze 3 nezavislych
experimentil. Pro statistickou analyzu byla pouzita jednosmérnd ANOVA — Dunnettuv test, *p<0,05
predstavuje statisticky vyznamnou odchylku. Zkratky: RAPA — rapamycin, IGF-1 — rustovy faktor
podobny inzulinu 1, IFNy — interferon gama, MFI — mean fluorescence intensity

5.1.9 Shrnuti

V prvni Casti tohoto projektu jsme potvrdili, Ze rapamycin indukuje mitofagii v MSCs.
Aktivaci imunomodulaéniho pisobeni MSCs po stimulaci IFNy jsme prokézali detekei tvorby
NO. Déle jsme zjistili, Ze po stimulaci MSCs IGF-1 dochdzi ke zvySeni mitochondridlniho
pfenosu do imunitnich bunék. Aktivaci biogeneze mitochondrii u MSCs ovlivnénych IGF-1 se
nam vSak prokazat nepodafilo. Kromé odlisného uspotaddani mitochondrii v MSCs po stimulaci
IGF-1 jsme nepozorovali nic jin¢ho, ¢im by se MSCs stimulované IGF-1 lisily od

nestimulovanych MSCs ¢i MSCs ovlivnénych rapamycinem, nebo [FNy.

41



5.2 Druha cast

5.2.1 Mitochondrialni prenos z MSCs do splenocytii

Jelikoz se ndm nepodatilo u MSCs stimulovanych IGF-1 detekovat zadny rozdil od
ostatnich meétenych skupin, ktery by vysvétloval jejich zvySenou schopnost pienaset
mitochondrie, rozhodli jsme se znovu zopakovat experiment s mitochondridlnim pfenosem,
abychom se ujistili, ze nase pivodni nastaveni stale funguje. Zaroven nas zajimalo, jaky vliv

na prenos mitochondrii z MSCs do splenocyt bude mit poskozeni mitochondrii MSCs.

MSCs byly stimulovany IGF-1, nebo oligomycinem, jenz blokuje funkci mitochondridlni
ATP syntazy. Na zaklad¢ optimalizacnich krokii jsme dobu stimulace prodlouzili na 48 hodin.
Nasledné byly MSCs kokultivovany se splenocyty v poméru 1:20 po dobu 45 minut. Poté byl
s vyuzitim pritokové cytometrie detekovan mitochondrialni prenos. V této Casti prace jsme se
zaméfili pouze na pienos mitochondrii do T-lymfocytd, jelikoz vliv MSCs na T-lymfocyty je
dobfe popsan, a tudiz bylo mozné zaméfit se na zmény ve specifickych parametrech pfii
kultivaci s odlisn¢ ovlivnénymi MSCs. Analyza bunék potvrdila nartst mitochondridlniho
pienosu po ovlivnéni MSCs IGF-1. Velmi nés ale piekvapilo, Ze vice nez 90 % CD4" a CD8"

bunék pfijiméa mitochondrie od MSCs stimulovanych oligomycinem (obrazek 16 — A).

Z diivodu nasledujicich experimentli zaméfenych na analyzu fenotypu T-lymfocytl, které
vyzaduji kultivaci splenocytii po dobu minimaln€¢ 48 hodin, jsme se rozhodli zméfit
mitochondrialni pfenos také po 48hodinové kokultivaci. Navic jsme do kokultivace ptidali
konkanavalin A pro aktivaci lymfocyti. Ze ziskanych vysledkt vyplyva, Ze trend naméteny po
48hodinové kokultivaci je stejny jako trend detekovany po 45minutové kokultivaci.
T-lymfocyty aktivované konkanavalinem A pfijimaji vice mitochondrii jak od MSCs
nestimulovanych, tak od MSCs stimulovanych IGF-1 ve srovnani s neaktivovanymi

T-lymfocyty (obrazek 16 — B).
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Obrazek 16: Vliv stimulace MSCs na pienos mitochondrii do T-lymfocytii. Méreno pritokovou
cytometrii. Grafy ukazuji procentudlni zastoupeni MitoT Red pozitivnich bunék. Vysledky ze 3
nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu byla pouzita jednosmérna ANOVA — Tukeyho test,
*0<0,05, **/## p<0,01, *** p<0,001, ****/##H# p<0,0001 predstavuji statisticky vyznamnou odchylku
(# porovnani viici MSCs dané skupiny). A — méreno po 45minutové kokultivaci. B — méreno po
48hodinové kokultivaci. Zkratky: K — splenocyty kultivované bez pritomnosti MSCs, IGF-1 — ristovy
faktor podobny inzulinu 1, OL — oligomycin, MitoT Red — MitoTracker Red CMXRos, Cond —

konkanavalin A

5.2.2 Usporadani mitochondrii v MSCs

Poté jsme chtéli v&deét, jestli ma 48hodinova stimulace oligomycinem né&jaky vliv na
uspofadani a strukturu mitochondrii v MSCs. Pozorovani MSCs fluorescen¢nim mikroskopem

ukazalo kulaté oddélené mitochondrie po stimulaci oligomycinem (obrazek 17 — C). Lépe
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patrné bylo oddéleni mitochondrii pii vétSim zvétSeni (obrazek neni ukazén). Usporadani
mitochondrii v MSCs stimulovanych 48 hodin IGF-1 (obrazek 17 — B) je stejné jako po
24hodinové stimulaci (obrazek 9 — C) — oproti mitochondriim neovlivnénych MSCs (obrazek

17 — A) jsou mitochondrie MSCs stimulovanych IGF-1 rozprostteny po celé bunce.

c-tubulin

c-tubulin

Obrazek 17: Viiv stimulace na usporddani mitochondrii v MSCs. Fluorescencni mikroskopické
obrazky: A — nestimulovand kontrola, B — MSCs stimulované IGF-1, C — MSCs stimulované
oligomycinem. Jadra barvena DAPI (modrd), mitochondrie barveny MitoT Red (Cervend), a-tubulin
barven s vyuzitim primarni a sekundarni protilatky (zelena). Zkratky: MitoT Red — MitoTracker Red
CMXRos

5.2.3 Mitochondrialni dynamika, autofagie a mitofagie v MSCs

Abychom potvrdili vysledky z fluorescencni mikroskopie, rozhodli jsme se u MSCs

stimulovanych po dobu 48 hodin IGF-1, nebo oligomycinem detekovat expresi genl
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asociovanych s mitochondrialni dynamikou. Vysledky ukazuji signifikantni nartist exprese
genu DRPI asociované¢ho s délenim mitochondrii po stimulaci MSCs oligomycinem, coz
odpovida tomu, co jsme pozorovali pii analyze bunck fluorescencnim mikroskopem. Zaroven
po stimulaci MSCs oligomycinem dochéazi k signifikantnimu zvySeni mitochondridlni
biogeneze (PPARG). Exprese gent asociovanych s fizi mitochondrii (MFNI, MFN2, OPAI)

se po zadné ze stimulaci vyrazné neméni (obrazek 18 — A).

Dale nas zajimalo, zda MSCs ovlivnéné oligomycinem aktivuji mitofagii, aby se zbavily
poskozenych mitochondrii. Metodou gqPCR jsme detekovali expresi genii pro autofagii
(MAPILC3A, MAPILC3B) a mitofagii (TIMM23, PINKI). Ziskané vysledky neprokazaly
zmény v expresi genlt TIMM?23 a PINKI po ovlivnéni MSCs, aktivaci mitofagie po stimulaci
oligomycinem jsme tudiz nepotvrdili. Exprese genli asociovanych s autofagii se sniZzuje po

ovlivnéni MSCs IGF-1 (obrazek 18 — B).
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Obrazek 18: Viiv stimulace MSCs na expresi genii asociovanych s mitochondrialni dynamikou (A),
autofagii a mitofagii (B). Relativni exprese genii byla stanovena pomoci gPCR. Jako kontrola byla
pouzita exprese genii ACTB a GAPDH. Vysledky ze 3 nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu
byla pouzita jednosmérna ANOVA — Tukeyho test, *p=<0,05, **p=<0,01 predstavuji statisticky vyznamnou
odchylku. Zkratky: IGF-1 — riistovy faktor podobny inzulinu 1, OL — oligomycin
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5.2.4 Metabolismus MSCs

O oligomycinu je znamo, ze v bunikdch inhibuje oxidativni fosforylaci a podporuje
glykolyticky metabolismus. Abychom to potvrdili, méfili jsme u MSCs stimulovanych po dobu
48 hodin expresi geni kodujicich vybrané glykolytické enzymy. Narust exprese glykolytickych
gent po stimulaci oligomycinem jsme ale nepozorovali (obrazek 19), coz mohlo byt zpisobeno
Spatnym nacasovanim méfeni. Rozhodli jsme se proto detekovat metabolismus MSCs
s vyuzitim Seahorse analyzéru. Po stimulaci MSCs oligomycinem jsme pozorovali snizenou
spotiebu kysliku (obrazek 20 — A) a naopak zvySenou miru okyseleni extracelularniho prostiedi
(obrazek 20 — B). Detekce produkce ATP ukazala signifikantni nartist ATP vyprodukovaného
glykolyzou u MSCs ovlivnénych oligomycinem. Oproti tomu mnoZzstvi ATP syntetizovaného
v mitochondriich bylo u téchto bun¢k témétr nulové (obrazek 20 — C). Na zakladé téchto
vysledkli jsme potvrdili inhibici oxidativni fosforylace a nartGst glykolyzy u MSCs
stimulovanych oligomycinem. Porovnani metabolismu MSCs nestimulovanych a MSCs

ovlivnénych IGF-1 neukézalo zadny vyrazny rozdil (obrazek 20).
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Obrazek 19: Viiv stimulace MSCs na expresi genit asociovanych s glykolyzou. Relativni exprese genii
byla stanovena pomoci gPCR. Jako kontrola byla pouzita exprese genit ACTB a GAPDH. Vysledky ze
3 nezavislych experimentii. Zkratky: IGF-1 — rustovy faktor podobny inzulinu 1, OL — oligomycin
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Obrazek 20: Vliv stimulace na energeticky metabolismus MSCs. Méreno na Seahorse analyzéru.
Vysledky ze 4 nezavislych experimentii. A — graf ukazujici spotiebu kysliku burnikami, B — graf ukazujici
miru okyseleni extracelularniho prostredi, C — grafy ukazujici miru produkce ATP. Pro statistickou
analyzu byla pouzita jednosmérna ANOVA — Tukeyho test, ***p<0,001, ****p<0,0001 predstavuji
statisticky vyznamnou odchylku. Zkratky: IGF-1 — rustovy faktor podobny inzulinu 1, OL — oligomycin,
Rot — rotenon, AA — antimycin A, OCR — oxygen consumption rate, ECAR — extracellular acidification
rate, glycoATP — ATP vyprodukovany glykolyzou, mitoATP — ATP vyprodukovany oxidativni fosforylaci

5.2.5 Analyza fenotypu splenocytii po kokultivaci s MSCs

Imunomodulaéni pisobeni MSCs bylo u nas v laboratofi jiz n¢kolikrat potvrzeno. Zde
nas zajimalo, jaky vliv m4 48hodinova stimulace MSCs IGF-1, nebo oligomycinem a ji
indukovany nartist mitochondridlniho pfenosu na fenotyp splenocytii. Konkrétné jsme se
zaméfili na T-lymfocyty, jelikoZ zmény navozené MSCs jsou u nich dobife popsany, a miizeme
tak sledovat vliv jednotlivych ovlivnéni MSCs. Analyza bun¢k byla provedena s vyuZzitim

pratokové cytometrie. Gatovaci strategie je ukdzéna na obrazku 21.
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Obrazek 21: Ukazka gatovaci strategie pouZité pii analyze intraceluldrnich markerit splenocytii.
Ukdzdno na cytokinu IL-2 a transkripcnim faktoru Foxp3 u CD4" T-lymfocytii, ostatni cytokiny a
transkripcni faktory byly gatovany podobné. Analyza intracelularnich markeri byla nejprve provedena
ze vSech CD4" bunék. Nasledné byly buitky rozdéleny na MitoTa MitoT"¢" (gatovino na zdkladé
priumeru  histogramu) pro analyzu intracelularnich cytokinii a exprese transkripcnich faktori
v zavislosti na prenosu mitochondrii. Zkratky: ICS — intracelularni barveni, MitoT Red — MitoTracker
Red CMXRos, MitoT DR — MitoTracker Deep Red
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5.2.5.1 Prezivani splenocyti

Nejprve jsme se podivali na miru pfezivani splenocytti (CD45" buriky) a CD4" a CD8"
T-lymfocyti po 48hodinové a 72hodinové kokultivaci s MSCs v pfitomnosti, nebo
nepiitomnosti konkanavalinu A. Mrtvé buiiky byly detekovany s vyuzitim Live/Dead Fixable

Violet Dead Cell Stain Kit.

Bez stimulace konkanavalinem A vysledky ukazuji signifikantni nartist procenta zivych
CD45" bun&k po 48hodinové i 72hodinové kokultivaci s nestimulovanymi MSCs a MSCs
stimulovanymi IGF-1. U CD4" a CD8" bung¢k bylo také pozorovano zvySeni procenta zivych
bunck, signifikantni narGst byl ale detekovan pouze po 72hodinové kokultivaci
s nestimulovanymi MSCs. Kokultivace splenocytli s MSCs ovlivnénymi oligomycinem naopak

vede k vyraznému snizeni pfezivani u vSech detekovanych typl bunék.

Oproti nestimulovanym splenocytiim se v pfitomnosti konkanavalinu A signifikantné
zvysuje procento Zivych CD45", CD4" i CD8" bunék kultivovanych samostatné nebo s MSCs
ovlivnénymi oligomycinem. Aktivované CD4" buiiky kultivované 48 hodin s MSCs bez ohledu
na ovlivnéni vykazuji vyssi pfezivani v porovnani s témi, které byly kultivovany samostatné.
U aktivovanych CD8" bunék nebyl v procentu zivych bunék po 48hodinové kultivaci
detekovan rozdil. Po 72 hodinach byla naopak pozorovana klesajici tendence piezivani CD45",
CD4" i CD8" bunék kultivovanych v piitomnosti konkanavalinu A a MSCs oproti bufikdm
kultivovanym bez MSCs. Signifikantni pokles procenta zivych bunék byl detekovan u CD45"
buné&k po kokultivace se viemi méfenymi skupinami MSCs, u CD8" byl signifikantni rozdil

pouze po kokultivaci s MSCs stimulovanymi (obrazek 22).
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5.2.5.2 Aktivace T-lymfocytu

Splenocyty byly kokultivovany s MSCs v pfitomnosti konkanavalinu A po dobu
48 hodin. Aktivace CD4" a CD8" T-lymfocytli byla urfena na zakladé exprese povrchové
molekuly CD25. Exprese CD25 na povrchu CD4" i CD8" bunék klesd po kokultivaci
splenocyti s MSCs, pfi¢emz stimulované MSCs potlacuji expresi vice nez MSCs
nestimulované. Dale nas zajimalo, jestli mitochondridlni pfenos z MSCs probiha preferencné
do aktivovanych T-lymfocytl, nebo ne. T-lymfocyty jsme proto rozd¢lili na dvé skupiny — ty,
které mitochondrie od MSCs nedostaly nebo jich dostaly malo (mtt-), a ty, které mitochondrii
dostaly vice (mtt+) (obrazek 21). Analyza v zavislosti na mitochondrialnim pienosu ukézala,
ze mitochondrie od nestimulovanych MSCs a MSCs ovlivnénych IGF-1 pfijimaji vice
T-lymfocyty, které na svém povrchu exprimuji CD25. AvSak pozorovany rozdil neni

signifikantni (obrazek 23).
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Obrazek 23: Vliv stimulovanych a nestimulovanych MSCs na aktivaci T-lymfocytii. Meéreno
priitokovou cytometrii. Grafy ukazuji procentudlni zastoupeni CD25" T-lymfocytii. Vysledky ze 3 aZ 4
nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu byla pouzita jednosmérna ANOVA — Tukeyho test,
parovy t-test byl pouzit pro porovndni mtt- a mtt+, x p<0,05, xx p<0,01, xxx p<0,001, xxxx p<0,0001
predstavuji statisticky vyznamnou odchylku viici K. Zkratky: K — splenocyty kultivované bez pritomnosti
MSCs, IGF-1 — ristovy faktor podobny inzulinu 1, OL — oligomycin, ConA — konkanavalin A, mtt- —
bunky, které mitochondrie od MSCs neprijaly nebo jich prijaly madlo, mtt+ — bunky, jez dostaly vice
mitochondrii od MSCs
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5.2.5.3 Exprese transkrip¢nich faktori u T-lymfocyta

Vybrané transkrip¢ni faktory byly detekovany po 72hodinové kokultivaci splenocytt a
MSCs v ptitomnosti konkanavalinu A. Nejprve jsme stanovili expresi Ki-67, markeru
proliferace. Ze ziskanych vysledki vyplyva, ze proliferace CD4" i CD8" T-lymfocytd je po
kokultivaci s MSCs potlacena. Po kokultivaci splenocytii se stimulovanymi MSCs je pokles
vetsi. S vyjimkou T-lymfocyti kokultivovanych s MSCs stimulovanymi oligomycinem
pfijimaji vice mitochondrii od MSCs Ki-67" T-lymfocyty. U CD4" i CD8" bunék po kokultivaci
s MSCs stimulovanymi IGF-1 je tento rozdil signifikantni (obrazek 24).
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Obrazek 24: Vliv stimulovanych a nestimulovanych MSCs na expresi transkripéniho faktoru Ki-67
u T-lymfocytii. Méieno pritokovou cytometrii. Grafy ukazuji procentudlni zastoupeni Ki-67"
T-lymfocytu. Vysledky ze 3 nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu byla pouZita jednosmérna
ANOVA — Tukeyho test, parovy t-test byl pouzit pro porovndni mtt- a mtt+, */#/x p<0,05, **/xx p<0,01,
xxxx p<0,0001 predstavuji statisticky vyznamnou odchylku (# porovnani vici MSCs, x porovnani
vici K). Zkratky: K — splenocyty kultivované bez pritomnosti MSCs, IGF-1 — ristovy faktor podobny
inzulinu 1, OL — oligomycin, ConA — konkanavalin A, mtt- — bunky, které mitochondrie od MSCs
neprijaly nebo jich prijaly malo, mtt+ — bunky, jez dostaly vice mitochondrii od MSCs
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Déle byla u CD4" bunék méiena exprese Foxp3, transkripéniho faktoru typického pro
Treg, ktera se po kokultivaci s nestimulovanymi i stimulovanymi MSCs signifikantné zvySuje.
Signifikantni rozdily byly pozorovany také pii analyze exprese Foxp3 v zavislosti na
mitochondridlnim pienosu. U vSech méfenych skupin byl u Foxp3'CD4" T-lymfocytd
detekovan nizsi pfijem mitochondrii od MSCs. Exprese transkripéniho faktoru RORyt, ktery je
asociovan predev§im s Th17 lymfocyty, se po kokultivaci CD4" bunék s nestimulovanymi
MSCs a MSCs ovlivnénymi IGF-1 vyrazné neméni. Maly, ale nesignifikantni pokles exprese
RORyt byl pozorovan po kokultivaci s MSCs ovlivnénymi oligomycinem. Analyza v zavislosti
na mitochondridlnim pfenosu ukazala, Ze vice mitochondrii od MSCs pfijimaji CD4" bufiky

exprimujici RORyt. Pozorovany rozdil je signifikantni u vSech méfenych skupin (obrazek 25).
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Obrazek 25: Viiv stimulovanych a nestimulovanych MSCs na expresi transkripénich faktorii Foxp3
a RORyt u T-lymfocytii. Méieno priitokovou cytometrii. Grafy ukazuji procentudlni zastoupeni Foxp3”,
nebo RORyt" T-lymfocytii. Vysledky ze 3 aZ 4 nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu byla
pouzita jednosmérna ANOVA — Tukeyho test, parovy t-test byl pouzit pro porovnani mtt- a mit+,
*p<0,05, ** p<0,01, ***/xxx p<0,001 predstavyji statisticky vyznamnou odchylku (x porovnani vici
K). Zkratky: K — splenocyty kultivované bez pritomnosti MSCs, IGF-1 — rustovy faktor podobny
inzulinu 1, OL — oligomycin, ConA — konkanavalin A, mtt- — bunky, které mitochondrie od MSCs
neprijaly nebo jich prijaly malo, mtt+ — bunky, jez dostaly vice mitochondrii od MSCs
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5.2.5.4 Stanoveni intraceluliarnich cytokini u T-lymfocytu

Stanoveni intracelularnich cytokint IL-2, IL-17 a IL-10 byla provedena u splenocyt
kokultivovanych 48 hodin s MSCs v piitomnosti konkanavalinu A. Vysledky neukazuji
vyznamnou zménu produkce IL-2 u CD4" a CD8" bunék po kokultivaci s nestimulovanymi
MSCs a MSCs ovlivnénymi IGF-1 oproti samostatné¢ kultivovanym splenocytim. Avsak byl
pozorovan signifikantni narist CD4" i CD8" buné&k produkujicich IL-2 po kokultivaci s MSCs
stimulovanymi oligomycinem. Zaroven jsme prokazali, ze signifikantn¢ vice mitochondrii od
MSCs ovlivnénych oligomycinem pfijimaji CD4" buniky produkujici IL-2. U ostatnich
meéfenych skupin je pozorovany trend stejny, ale rozdil neni signifikantni. Procento
IL-17°CD4" bunék po kokultivaci s nestimulovanymi i stimulovanymi MSCs klesa,
signifikantni pokles byl pozorovan u skupiny s oligomycinem. Analyza v zéavislosti na
mitochondridlnim pienosu ukézala stejny trend jako v pfipadé IL-2. CD4" bunky obsahujici
intracelularni IL-17 pfijimaji od MSCs vice mitochondrii, signifikantni rozdil byl pozorovan u
IL-10 CD4" buiikami po kokultivaci s nestimulovanymi MSCs a MSCs stimulovanymi IGF-1
byl pozorovan rostouci trend, avSak rozdil neni signifikantni. Naopak MSCs ovlivnéné
oligomycinem IL-10 potlacuji, signifikantné¢ ve srovnani s nestimulovanymi MSCs. Oproti
ostatnich mé&fenym cytokiniim, pifenos mitochondrii z MSCs probiha spiSe do CD4" bunék,

které IL-10 neprodukuji. U z4dné z méfenych skupin ale rozdil neni signifikantni (obrazek 26).
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Obrazek 26: Viiv stimulovanych a nestimulovanych MSCs na produkci cytokinii. Mereno pritokovou
cytometrii. Grafy ukazuji procentualni zastoupeni T-lymfocytit obsahujicich intraceluldarni IL-2, IL-17,
nebo IL-10. Vysledky ze 3 az 4 nezavislych experimentii. Pro statistickou analyzu byla pouZita
jednosmérna ANOVA — Tukeyho test, pdarovy t-test byl pouzit pro porovndni mtt- a mtt+, */#/x p<0,05,
**/Hxx p<0,01 predstavuji statisticky vwznamnou odchylku (# porovnani vici MSCs, x porovnani
viici K). Zkratky: K — splenocyty kultivované bez pritomnosti MSCs, IGF-1 — riistovy faktor podobny

inzulinu 1, OL — oligomycin, mtt- — buiiky, které mitochondrie od MSCs neprijaly nebo jich prijaly mdlo,
mtt+ — buniky, jez dostaly vice mitochondrii od MSCs
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6 Diskuze

MSCs maji imunomodula¢ni G¢inky. Jednim z mechanismi, ktery k imunomodulaci
vyuzivaji je mitochondridlni penos (Court et al., 2020; Luz-Crawford et al., 2019; Yuan et al.,
2021). Piijeti mitochondrii od MSCs indukuje v recipientnich bunkach metabolické zmény.
Dochazi ke zvySeni oxidativni fosforylace, kterda je u imunitnich bunék spojovana
MSCs pienaSet mitochondrie do imunitnich buné¢k byla potvrzena také u nas v laboratofi
(Porubska et al., 2021). Cilem tohoto projektu bylo zjistit, zda je mozné stimulaci MSCs

vybranymi faktory mitochondridlni pfenos modulovat.

V prvni ¢asti tohoto projektu jsme se vénovali vlivu rapamycinu, IGF-1 a IFNy na MSCs
a jimi zprosttedkovany pfenos mitochondrii do imunitnich bunék. Dle Dominiciho a kolegt,
ktefi vydali minimalni kritéria pro definovani MSCs, jsou MSCs charakterizovany expresi
povrchovych molekul CD73, CD90 a CD105. Naopak by nemély exprimovat molekuly CD34,
CD45 a CDI11b, jejichz exprese je typickd pro hematopoetické buiiky (Dominici et al., 2006).
Analyza exprese povrchovych molekul pritokovou cytometrii (obrazek 6) ukéazala, ze nami
pouzivané MSCs toto kritérium spliuji. Zaroven z vysledka vyplyva, ze se fenotyp MSCs po

stimulaci vySe zminénymi faktory neméni.

Rapamycin, inhibitor kindzy mTOR, aktivuje v bunikach autofagii, coz je proces, pii
kterém dochazi k lysozomalni degradaci intracelularnich proteinti ¢i organel (Pan et al., 2009).
Indukce autofagie v MSCs podporuje jejich piezivani v ischemickém prostiedi ( Li et al., 2020),
ma také pozitivni vliv na regenerac¢ni a imunomodula¢ni funkce MSCs (Kim et al., 2015; Li
et al., 2020). Doposud vSak nebyl popsan vliv rapamycinu a jim indukované autofagie na pienos
mitochondrii z MSCs. Nasi praci jsme prokazali, Ze po stimulaci MSCs rapamycinem dochazi
ke zvySeni mitofagie (obrazek 10), procesu selektivni degradace mitochondrii v lysozomech
(Lemasters, 2005). Zaroven jsme detekovali sniZeni aktivity enzymu Krebsova cyklu sukcinat
dehydrogenazy lokalizovaného v mitochondriich (obrazek 13). To by mohlo souviset se
snizenou proliferaci MSCs po stimulaci rapamycinem. Rozdil v po¢tu buné¢k mezi jednotlivymi
skupinami jsme vSak po 48hodinové kultivaci nepozorovali (data nejsou ukdzana). Usuzujeme
tudiz, Ze snizena aktivita sukcinat dehydrogenazy je spojena se zvySenou degradaci
mitochondrii. Pfedpokladali jsme sniZeni poctu mitochondrii v MSCs po stimulaci
rapamycinem a z toho divodu snizeny mitochondrialni ptenos. Ziskané vysledky vSak ukézaly,

ze ke zméné€ v mitochondridlnim pfenosu po stimulaci MSCs rapamycinem nedochézi
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(obrazek 8). Nebyl pozorovan ani pokles mitochondridlni masy nebo mitochondridlniho
membranového potencialu (obrazek 11). To si vysvétlujeme tim, Ze mitofagie probihd pouze
v 7 % MSCs, coz pravdépodobné neni dostatecny pocet proto, abychom detekovali vyrazné
zmény v mnoZzstvi mitochondrii. Koncentrace rapamycinu byla zvolena na zaklad¢ zkuSenosti

z laboratote. Ptipadné pouziti vyssi koncentrace by mohlo vést k odliSnym vysledkiim.

Stimulace MSCs prozanétlivymi cytokiny podporuje jejich imunomodulacni ptisobeni.
Nejbeznéji pouzivanym cytokinem je IFNy (Javorkova et al., 2014; Kim et al., 2018; Liu et al.,
2019; Polchert et al., 2008). Z toho diivodu jsme si ho vybrali jako jedno z ovlivnéni pro nase
jako jsou naptiklad prostaglandin E2 ¢i IDO (Liu et al, 2019). Dalsim ptikladem
imunosupresivni molekuly produkované MSCs je NO (Ren et al., 2008). Jeho produkci jsme se
rozhodli detekovat, abychom potvrdili aktivaci imunomodula¢niho plsobeni MSCs po
stimulaci IFNy. Vysledky ukézaly narlst produkce NO u MSCs stimulovanych IFNy
(obrazek 15 — C, D), coz je v souladu se studii Rena a kolegii, ktefi prokazali nartist exprese
indukovatelné NO syntazy a nasledné zvySenou produkci NO po stimulaci MSCs
prozanétlivymi cytokiny (Ren et al., 2008). Nartst exprese indukovatelné NO syntazy v MSCs
stimulovanych IFNy byl popsan také u nés v laboratofi (Javorkova et al., 2014). Liu a kolegové
ve své studii popisuji, ze ovlivnéni MSCs IFNy indukuje metabolické zmény, konkrétné
ptechod MSCs na glykolyzu (Liu et al., 2019). Analyza exprese geni H6PD, HKI a PFKFBI,
které¢ koduji enzymy glykolyzy, ale neukazala zddnou zménu (obrazek 14), nartst glykolyzy
u MSCs stimulovanych IFNy jsme tudiz nepotvrdili. V souladu s nasimi vysledky je prace
Wobmaové a kolegii, kteti téZ zvySeni glykolyzy u MSCs ovlivnénych IFNy nepozorovali
(Wobma et al., 2018). Pfimy vliv IFNy na mitochondrie nebyl popsan. V této praci jsme
nedetekovali Zadné zmény v uspofadani a dynamice mitochondrii (obrazky 9, 12), ani zddné
zmény v mitochondrialni mase a mitochondrialnim membranovém potencialu (obrazek 11) po
stimulaci MSCs IFNy. Luz-Crawfordova a kolegové ve své studii ukazuji, Ze MSCs ovlivnéné
IFNy a TNFa vykazuji stejny mitochondridlni pfenos do T-lymfocytd jako nestimulované
MSCs (Luz-Crawford et al., 2019). Stejné vysledky jsme pozorovali u MSCs stimulovanych
samotnym IFNy (obrazek 8).

Ristovy faktor IGF-1 podporuje v buitkdch mitochondrialni biogenezi. Zaroven bylo
popsano, ze stimulace bun¢k IGF-1 vede kindukci mitofagie jakozto protektivniho
mechanismu, ktery zabranuje hromadéni poskozenych mitochondrii v buiice (Lyons et al.,

2017). Tyto ucinky IGF-1 byly potvrzeny naptiklad u myoblasti ¢i riznych typli nadorovych
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bun¢k (Guan et al., 2022; Lyons et al., 2017; Riis et al., 2020). Co se MSCs tyce, studovana je
predevsim role IGF-1 pfi diferenciaci (Crane et al., 2013; Longobardi et al., 2006). Vliv IGF-1
na mitochondrie a mitochondrialni pfenos nebyl doposud popséan. V této praci jsme ukéazali, ze
stimulace MSCs IGF-1 zvysuje jejich schopnost pfedavat mitochondrie CD4", CD8" a CD19"
bunkam (obrazky 8, 16). Pfedpokladali jsme, ze k narGstu mitochondrialniho pfenosu dochazi
z diivodu zvySeného poctu mitochondrii v MSCs stimulovanych IGF-1. Tuto hypotézu jsme
vSak nepotvrdili. Nedetekovali jsme nartist mitochondridlni masy ani mitochondrialniho
membranového potencialu u MSCs ovlivnénych IGF-1 (obrazek 11). Exprese genu PPARG,
ktery je asociovan s biogenezi mitochondrii, se po stimulaci MSCs IGF-1 také nezménila
(obrazky 12, 18 — A). Na zékladé téchto vysledk jsme dosli k zavéru, Ze k aktivaci
mitochondridlni biogeneze po stimulaci MSCs IGF-1 vnaSem nastaveni nedochazi.
Nedetekovali jsme ani nartist mitofagie u MSCs ovlivnénych IGF-1 (obrazky 10, 18 — B).
48hodinova stimulace MSCs IGF-1 vedla k poklesu exprese s autofagii asociovaného genu
MAPILC3B, coz poukazuje na potlaceni autofagie (obrazek 18 — B). To je v souladu s vysledky
Troncosa a kolegt, kteti ve své studii popisuji, Ze IGF-1 snizuje autofagii v kardiomyocytech
prostfednictvim aktivace signalni drahy Akt/mTOR (Troncoso et al., 2012). Pozdéji to bylo
potvrzeno také naptiklad na bunkéch kolorektalniho karcinomu (Wang & Gu, 2018).
Mikroskopie MSCs s fluorescenéné znacenymi mitochondriemi ukdzala odlisné uspotadani
mitochondrii u MSCs stimulovanych IGF-1 ve srovnani s MSCs nestimulovanymi.
Nestimulované MSCs mély mitochondrie uspofddadny kolem jadra, zatimco mitochondrie
MSCs ovlivnénych IGF-1 byly rozmisténé po celé buiice (obrazky 9 — C, 17 — B). Stejnou
zménu v uspofadani mitochondrii po stimulaci IGF-1 pozorovali Lyonsova a kolegoveé
v buitkkdch MCF-7, bunééné linii odvozené od karcinomu prsu (Lyons et al., 2017). Myslime si,
Ze umisténi mitochondrii v buiice blize k cytoplazmatické membrané¢ by mohlo vést
k podpotfeni mitochondridlniho ptfenosu. Je ale zapotiebi dalSich experimentl, které by to
potvrdily. JelikoZ jsou mitochondrie dynamické organely, jejichz struktura se v zavislosti na
stavu a potfebach buiiky méni, rozhodli jsme se detekovat expresi gentt MFNI, MFN2, OPAl
a DRPI asociovanych s mitochondrialni dynamikou. Proteiny Mfnl, Mfn2 a Opal se uplatiiuji
v procesu mitochondridlni fize (Song et al., 2009), zatimco Drpl se podili na déleni
mitochondrii (Basu et al., 2017). Co se spojitosti mezi mitochondridlni dynamikou a
mitochondrialnim transferem tyce, predpokladame, ze jsou spiSe prendSeny mitochondrie
oddélené nez dlouhd mitochondridlni sit. Nami ziskané vysledky vSak neukazaly vyrazné
zmény v expresi vySe zminénych gent po stimulaci MSCs IGF-1 (obrazky 12, 18 — A).

Detekovali jsme také produkci ROS. ROS vznikaji pfevazné v mitochondriich jako vedlejsi
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produkt oxidativni fosforylace (Quinlan et al., 2013). Avsak jejich zvySena produkce, jez je
Casto spojena s mitochondrialni dysfunkci, vede k oxidativnimu poskozeni a jim indukované
senescenci ¢i apoptoze buiiky (Ye et al., 2020). Sagar a kolegové ve své studii ukazali, ze MSCs
s nefunk¢nimi mitochondriemi maji snizenou schopnost mitochondridlniho pfenosu (Sagar
et al., 2023). Pfidani antioxidanti k MSCs naopak podporuje tvorbu TNT a pienos mitochondrii
(Lietal.,2017). Tudiz nés napadlo, Ze by zvySeny mitochondridlni pfenos z MSCs ovlivnénych
IGF-1 mohl byt spojen se snizenym mnozstvim intracelularnich ROS. To se nam ale
nepotvrdilo. Vysledky ukazaly, ze IGF-1 neovlivituje produkci ROS v MSCs (obrazek 15 — A,
B). U MSCs jsme detekovali mitochondrialni biogenezi, mitofagii, dynamiku mitochondrii a
jejich uspotadani, tvorbu ROS a metabolickou aktivitu, avSak mechanismus, ktery stoji za
zvySenou schopnosti MSCs stimulovanych IGF-1 pfenaSet mitochondrie do imunitnich bunék,

se nam v této praci zjistit nepodafilo.

V druhé ¢asti tohoto projektu jsme se vénovali predev§im vlivu oligomycinu na MSCs a
jimi zprostfedkovany mitochondrialni pfenos. Oligomycin inhibuje v buiikdch mitochondridlni
ATP syntazu, a blokuje tak oxidativni fosforylaci (Symersky et al., 2012). Contreras-Lopez a
kolegové ve své praci ukdzali, ze stimulace MSCs oligomycinem indukuje pfeprogramovani
téchto bunck na glykolyzu a Ze zvySeni glykolyzy podporuje imunomodulaéni pisobeni MSCs
(Contreras-Lopez et al., 2020). Abychom potvrdili metabolické zmény indukované
oligomycinem, detekovali jsme metabolickou aktivitu bunék s vyuzitim Seahorse analyzéru.
Ziskané vysledky ukazaly, ze MSCs ovlivnéné oligomycinem maji snizenou spotiebu kysliku
a neprodukuji témét zadné ATP oxidativni fosforylaci. Oproti tomu jejich glykolyticky
metabolismus je zvySeny ve srovndni s nestimulovanymi MSCs (obrazek 20). V rozporu s tim
jsou vysledky z qPCR, které neprokézaly nartst exprese genti kodujicich enzymy glykolyzy
(obrazek 19). Pri¢inou je pravdépodobné Spatné zvolena doba méteni genové exprese. Myslime
si, ze k nartistu exprese glykolytickych genti doslo krat$i dobu po stimulaci a po 48 hodinach
jiz nebylo zvyseni exprese detekovatelné. Déle nas zajimalo, zda ma stimulace oligomycinem
vliv na ptfenos mitochondrii z MSCs. Studie ukazuji, Ze prenos mitochondrii z MSCs
s dysfunkénimi mitochondriemi je potlaten (Jiang et al., 2016; Sagar et al., 2023).
Predpokladali jsme proto sniZzeni mitochondridlniho pfenosu po stimulaci MSCs
oligomycinem. Vysledky vSak ukdzaly pravy opak. Po stimulaci MSCs oligomycinem jsme
pozorovali vyrazny nartist pfenosu mitochondrii do T-lymfocytl. Téméf vechny CD4" a CD8"
buiiky kokultivované s MSCs ovlivnénymi oligomycinem piijaly od MSCs mitochondrie

(obrazek 16). Navic jsme témito vysledky ukazali, Ze mitochondridlni pifenos do T-lymfocytl
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aktivovanych konkanavalinem A je vyssi nez do T-lymfocytii neaktivovanych. Analyza genové
exprese MSCs neukazala zvyseni exprese gentt PINK] a TIMM?23 asociovanych s mitofagii po
stimulaci MSCs oligomycinem (obrazek 18 — B). Mitofagie tudiz u téchto bunék neni hlavni
proces vyuzivany k odstranéni mitochondrii s narusenou funkci. Na zakladé nami ziskanych
vysledkli usuzujeme, ze MSCs ovlivnéné oligomycinem uvoliiuji poskozené mitochondrie
z bunky, ¢imz si zajist'uji vlastni preziti. Uvolnéné mitochondrie jsou nasledné internalizovany
okolnimi buiikkami, v naSem piipad¢ T-lymfocyty. To by bylo mozné prokézat izolaci EV
ze supernatantu rtizné¢ ovlivnénych MSCs a kultivaci T-lymfocytl v pfitomnosti izolovanych
EV. NasSe vysvétleni je v souladu s praci Phinneyho a kolegt, kteti ukazali, ze MSCs vystavené
oxida¢nimu stresu uvoliiuji EV obsahujici depolarizované¢ mitochondrie. EV jsou nasledné
pohlceny makrofagy a mitochondrie jsou integrovany do jejich mitochondridlni sit¢ (Phinney
et al., 2015). SniZeni aktivity oxidativni fosforylace ¢i poskozeni mitochondrii je spojovano
s fragmentaci mitochondrii (Das et al., 2020; Forni et al., 2016; Wu et al., 2011). Nasi praci
jsme prokazali, Ze poskozeni mitochondridlni funkce MSCs oligomycinem vede k vyraznému
oddéleni mitochondrii. Fragmentace mitochondrii byla detekovdna s vyuzitim fluorescenéni
mikroskopie (obrazek 17 — C) a nasledn€ potvrzena na zdkladé zvysené exprese genu DRPI.
Analyza genové exprese zaroven ukazala narast exprese genu PPARG v MSCs po stimulaci
oligomycinem (obrazek 18 — A). To poukazuje na zvySeni mitochondrialni biogeneze jakozto
zachranného mechanismu, jehoz cilem je vykompenzovat ztratu funkcénich mitochondrii, a

udrzet tak bunéénou homeostazu (Das et al., 2020).

Mitochondrialni pfenos je jeden zmechanismi, kter¢é MSCs vyuzivaji k modulaci
imunitniho systému (Do et al., 2021; Luz-Crawford et al., 2019; Morrison et al., 2017). V této
praci jsme prokazali, ze IGF-1 a oligomycin podporuji pienos mitochondrii z MSCs do
imunitnich bun¢k. Nasledn¢ jsme chtéli zjistit, zda stimulace MSCs témito faktory ovliviiuje
také jejich imunomodulaéni potencial. Nejprve jsme detekovali prezivani splenocyt
kultivovanych s MSCs, jelikoZ bylo popsano, Ze MSCs podporuji pfeZivani imunitnich bunék
(Benvenuto et al., 2007; Pedrazza et al., 2014; Porubska et al., 2021). Vysledky ukazaly zvySené
prezivani CD45" bunék kokultivovanych s nestimulovanymi MSCs a MSCs stimulovanymi
IGF-1, oproti tomu MSCs ovlivnéné oligomycinem mély na piezivani stimulovanych i
nestimulovanych splenocytti negativni efekt. JelikoZ jsme se rozhodli v této praci dale vénovat
pouze T-lymfocytim, detekovali jsme také miru ptrezivani CD4" a CD8" bunék. I zde jsme
prokazali pozitivni efekt nestimulovanych MSCs a MSCs stimulovanych IGF-1 na pfezivani

T-lymfocytd. Po kokultivaci T-lymfocyti s MSCs stimulovanymi oligomycinem doslo
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k vyraznému poklesu procenta zivych neaktivovanych T-lymfocytl, ne vSak T-lymfocyti
aktivovanych konkanavalinem A. Moznym vysvétlenim rozdilu v pfezivani aktivovanych a
neaktivovanych T-lymfocyti kokultivovanych s MSCs stimulovanymi oligomycinem je
odlisny zptlisob zpracovani poSkozenych mitochondrii pfijatych od MSCs. Depolarizované
mitochondrie mohou byt zaclenény do mitochondrialni sit¢ a obnovit svou funkci (Phinney
et al., 2015), nebo mohou byt degradovany mitofagii. V ptipadé¢, ze se bunka s poSkozenymi
mitochondriemi vypotadat nedokaze, dochazi k indukci bunééné smrti (Lopez De Figueroa
etal., 2015). Abychom rozdil v pfezivani aktivovanych a neaktivovanych T-lymfocyti
kultivovanych v pfitomnosti MSCs ovlivnénych oligomycinem objasnili, je zapotiebi dalSich
experimentli, které by ukéazaly, zda v T-lymfocytech dochdzi k aktivaci mitofagie,
apoptotickych procesti ¢i ke zménam v energetickém metabolismu. Po 72 hodinach kultivace
jsme pozorovali klesajici tendenci ptezivani aktivovanych T-lymfocyti kokultivovanych
s MSCs, signifikantni pokles procenta zivych bun&k byl detekovan u CD8" T-lymfocyti
kultivovanych v pfitomnosti stimulovanych MSCs (obrdzek 22). Zaroven jsme ukazali, Ze
CD4" i CD8" bufiky aktivované konkanavalinem A v pfitomnosti MSCs po dobu 72 hodin
vykazuji snizenou proliferaci (obrazek 24), pfi¢emz stimulované MSCs potlacuji proliferaci
vice nez MSCs nestimulované. Potlaceni proliferace a piezivani aktivovanych T-lymfocyti je
v souladu s obecnymi imunomodula¢nimi vlastnostmi MSCs (Akiyama et al., 2012; Glennie
et al., 2005). Se sniZzenou proliferaci koreluje snizeni aktivace T-lymfocytl (obrazek 23), kterou
jsme urc€ili na zdkladé povrchové exprese molekuly CD25, jeZ je povazovana za aktivaéni
marker T-lymfocytti (Caruso et al., 1997). Potlaceni aktivace T-lymfocytli po kokultivaci
s MSCs pozorovali ve své praci také Akhter a kolegové (Akhter et al., 2023). Pro proliferaci
T-lymfocytd je vyzadovan cytokin IL-2 (D’Souza & Lefrancois, 2003). Nekteré
z publikovanych studii udavaji, ze MSCs produkci IL-2 T-lymfocyty potlacuji (Laranjeira
et al., 2015; Park et al., 2011). V nasi préci jsme nepozorovali vyrazné zmény v produkei IL-2
CD4" a CD8" T-lymfocyty po kokultivace splenocytti s nestimulovanymi MSCs a MSCs
stimulovany IGF-1. Velmi nés ale piekvapil narist produkce IL-2 CD4" i CD8" buitkami po
kokultivaci s MSCs ovlivnénymi oligomycinem (obrazek 26). Dilezité je zdiraznit, Ze v této
préci byl detekovan pouze intracelularni IL-2. To, zda je cytokin sekretovan, je potieba ovéfit
s vyuzitim metody ELISA. Z diivodu omezeného ¢asu na vypracovani diplomového projektu
jsme vSak potvrzeni sekrece cytokinli nestihli provést. Na zéklad¢ doposud ziskanych vysledki

nariist intracelularniho IL-2 nedokaZeme vysvétlit.
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Dale jsme chtéli védet, jaky vliv maji MSCs stimulované IGF-1, nebo oligomycinem na
polarizaci CD4" T-lymfocyt. Z dosavadnich studii vyplyva, Ze MSCs podporuji vznik
odpovéd’ je vlivem MSCs potlacena (Akhter et al., 2023; Luz-Crawford et al., 2019; Park et al.,
2015). V souladu s tim jsou naSe vysledky, které ukazaly signifikantni nartist Foxp3'CD4" Treg
po kokultivaci splenocytii s MSCs, pfi¢emz nebyl detekovan rozdil mezi pilisobenim MSCs
nestimulovanych a MSCs ovlivnénych (obrazek 25). Zarovenn jsme pozorovali narust
v produkci protizanétlivého cytokinu IL-10 CD4" buiikami po kokultivaci s MSCs
nestimulovanymi a MSCs stimulovanymi IGF-1 (obrazek 26). I pfes to, ze detekovany narast
nebyl signifikantni, poukazuji tato data na indukci imunosupresivniho fenotypu CD4"
T-lymfocytt. Dale jsme pozorovali pokles produkce prozanétlivého IL-17 po kokultivaci CD4"
T-lymfocyti s MSCs, signifikantni po kokultivaci s MSCs ovlivnénymi oligomycinem
(obrazek 26). Avsak nedetekovali jsme vyrazné zmény exprese RORyt v CD4" bufikach po
kokultivaci s MSCs (obrazek 25). Tyto vysledky poukazuji na mozny vznik CD4" T-lymfocytt
se smiSenym fenotypem, které¢ byly jiz n€kolikrat popsany (Furuyama et al., 2022; Kim et al.,
2017; Martinez-Blanco et al., 2021). Pro lepsi pochopeni vlivu stimulovanych MSCs na
T-lymfocyty jsou vyzadovany dal$i experimenty. Mitochondrialni pfenos neni jediny
mechanismus vyuzivany MSCs k imunosupresi. MSCs mohou produkovat rizné
imunomodulacni molekuly, EV s mikroRNA ¢i interagovat s imunitnimi buiikami
prostfednictvim povrchovych molekul (Akiyama et al., 2012; Kim et al., 2020; Liu et al., 2019).
Abychom zohlednili i tyto mechanismy je potfeba provést detailnéjsi analyzu MSCs. Zajimavé
by bylo méfit napiiklad sekretom MSCs a podivat se, zda ma stimulace MSCs IGF-1, nebo
oligomycinem vliv na sekreci imunomodula¢nich molekul. Déle je potieba dométit dalsi
parametry u T-lymfocytl — metabolické zmény po kultivaci s MSCs, apoptdzu, popiipadé

produkci dalSich cytokint.

Nakonec jsme chtéli zjistit, jestli pfijeti mitochondrii z MSCs ovlivni fenotyp
T-lymfocyti. T-lymfocyty byly v zavislosti na mnozstvi pfijatych mitochondrii rozdéleny na
dvé skupiny — ty, které¢ mitochondrie od MSCs neziskaly nebo jich piijaly malo, a ty, které
pfijaly vice mitochondrii. Nasledné jsme se u téchto bun¢k podivali na povrchovou expresi
CD25, expresi transkripénich faktorti Ki-67, Foxp3 a RORyt a produkei cytokinti IL-2, IL-10 a
IL-17. Vysledky ukazaly snizeny pienos mitochondrii do Foxp3"CD4" bunék (obrazek 25).
Klesajici trend byl pozorovan také u IL-10"CD4" bunék (obrazek 26). Naopak RORyt" a
IL-17"CD4" buiiky vykazovaly vy$§i ptijem mitochondrii (obrazky 25, 26). Zvysena tendence
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pfijimat mitochondrie od MSCs byla pozorovéana také u CD25" a Ki-67" T-lymfocytt, vyjma
skupiny s MSCs stimulovanymi oligomycinem (obrazky 23, 24). Z téchto vysledkt vyplyva,
ze mitochondrie z nestimulovanych i stimulovanych MSCs jsou pienaseny preferencné do
aktivovanych T-lymfocytl s prozanétlivym fenotypem, coz je v souladu s vysledky z nasi
laboratote. Zvysend produkce ROS v recipientnich bunkéch je jeden ze signald, ktery indukuje
prenos mitochondrii z MSCs (Burt et al., 2019). Zaroven bylo popsano, ze Treg obsahuji méné
intracelularnich ROS nez efektorové T-lymfocyty, a to pravdépodobné z divodu vyssi
antioxidac¢ni kapacity Treg (Kurniawan et al., 2020). Na zaklad¢ téchto informaci usuzujeme,
ze snizeny mitochondridlni pfenos zMSCs do Treg je spojen s nizSim mnozstvim

intracelularnich ROS v téchto bunikach.

V této praci jsme ukazali, ze pfenos mitochondrii z MSCs do T-lymfocytd se zvySuje po
stimulaci MSCs IGF-1, nebo oligomycinem a probihda preferenéné¢ do aktivovanych
prozanétlivych bunék. MSCs stimulované IGF-1, nebo oligomycinem si zachovavaji
imunosupresivni potencidl, potlacuji aktivaci a proliferaci T-lymfocytl a podporuji vznik Treg.
Korelaci mezi zvySenym mitochondridlnim pfenosem a mirou imunosuprese jsme vsak
nepotvrdili, coZz poukazuje na to, ze imunomodulace zprostfedkovana MSCs je komplexni
proces, na kterém se podili fada mechanisml. Abychom 1épe porozuméli plisobeni MSCs
stimulovanych IGF-1, nebo oligomycinem na T-lymfocyty a zméndm, k nimZ v T-lymfocytech

dochazi, je potieba dalsich experimentt.
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7 Zavér
e U MSCs stimulovanych rapamycinem jsme prokdzali aktivaci mitofagie. Predpokladali
jsme tudiz, ze budou z diivodu poklesu mnozstvi mitochondrii v buiice vykazovat nizsi
mitochondridlni pfenos. AvSak tato hypotéza se nepotvrdila. U MSCs stimulovanych

rapamycinem jsme nedekovali zmény v mitochondridlni mase ani v jejich schopnosti

piredavat mitochondrie imunitnim bunkam.

e Aktivaci imunosupresivniho ptisobeni MSCs po ovlivnéni IFNy jsme potvrdili na zakladé
zvySené tvorby NO. Stimulace [FNy neméla vliv na mitochondrie MSCs ani jejich pienos

do imunitnich bunék.

e Ukazali jsme, ze stimulace MSCs IGF-1 podporuje pfenos mitochondrii do imunitnich
bun¢k. Pfedpokladali jsme, ze ke zvySeni mitochondridlniho pfenosu dochéazi z diivodu
aktivace biogeneze mitochondrii. To jsme ale nepotvrdili. Po stimulaci MSCs IGF-1
nebyly pozorovany zmény ani v mitochondriadlni dynamice, mitofagii, metabolismu ¢i
produkci ROS. Fluorescencni mikroskopie ukazala odlisné uspofaddni mitochondrii
v MSCs stimulovanych IGF-1 — mitochondrie nebyly umistény pouze kolem jadra.
Umisténi mitochondrii bliZze plazmatické membrané by se mohlo podilet na zvySeni
prenosu mitochondrii z MSCs ovlivnénych IGF-1. Je vSak zapotiebi dalsiho vyzkumu,

ktery by objasnil mechanismus ptsobeni IGF-1 na MSCs a jejich mitochondrie.

e U MSCs stimulovanych oligomycinem jsme potvrdili inhibici oxidativni fosforylace.
Zaroven jsme u nich detekovali fragmentaci mitochondrii souvisejici s mitochondridlni
dysfunkci a vyrazny narGst v pienosu mitochondrii do T-lymfocytli. ZvySeni
mitochondridlniho pfenosu si vysvétlujeme tim, ze se MSCs ovlivnéné oligomycinem
zbavuji poSkozenych mitochondrii jejich uvolnénim z builky, aby si zajistily vlastni
preziti. Uvolnéné mitochondrie jsou nasledné piijaty okolnimi buikami. Dalsi studie jsou

vSak potteba, abychom zjistili, jak recipientni buniky pfijaté mitochondrie zpracovavaji.

e Zaznamenali jsme, Zze pfenos mitochondrii probihd preferencné do prozanétlivych

aktivovanych T-lymfocytu.

e Ukazali jsme, ze MSCs stimulované IGF-1, nebo oligomycinem potlacuji aktivaci a
proliferaci T-lymfocytl a podporuji vznik Treg. Imunosupresivni potencial MSCs je tudiz
zachovan 1 po jejich stimulaci. Na zdklad¢é ziskanych vysledkti vSak nejsme schopni
vysvétlit vSechny zmény, k nimz v T-lymfocytech po kokultivaci s MSCs dochézi, a
proto je potieba dalSich studii.
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