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UvVOD

Imunitni systém ma v organismu nezastupitelnou ulohu, reguluje homeostazu a
spolecné s dalSimi systémy zajiStuje reakci na nezadouci patogeny, které do téla vstoupily
zvenci. Tyto funkce pomahaji plnit jednotlivé slozky imunitniho systému rozd€lené¢ho na
nespecifickou, tzv. vrozenou, a specifickou, adaptivni imunitu. T-lymfocyty maji, jakozto
soucast specifickych, vyvojové mladsSich, mechanismi, vyznamnou funkci. Bez nich by se
organismus jen téZko ubranil riznym patogeniim, které ho denné ohrozuji. Tento fakt
dokldda wvyskyt poruch imunitniho systému, imunodeficitnich stavli, na Urovni
T-lymfocyti, jako je naptiklad SCID. Na druhou stranu, ani piehnana reakce organismu na
cizorodou latku, antigen, neni zadouci. Zvlasté¢ nebezpecny je rozvoj autoimunitnich
onemocnéni, kdy T-lymfocyty, potazmo cely imunitni systém, ztraceji schopnost tolerovat
vlastni bunky a reaguji na n¢ stejnym mechanismem, jako kdyby se jednalo o cizi latku.
Nezéadouci je také rozvoj reakce po transplantaci orgénu ¢i kostni dfen€. Z tohoto divodu
jsou prozkoumavany moznosti, jak se témto déjum vyhnout nebo alespon zmirnit jejich
prabéh. Velkou pozornost tak na sebe poutaji mezenchymové kmenové buiky (MSC), u
kterych jiz byla prokdzana schopnost boje S rozvinutou reakei Stépu proti hostiteli
(GVHD), pomoci muze také pacientim s autoimunitni chorobami, jako je roztrousena
skler6za, Crohnova choroba, apod. Fibroblasty vykazuji podobné vlastnosti jako MSC
buiiky, ovliviiuji rizné imunitni buniky a podileji se na procesu hojeni ran ¢i poSkozenych

organd.
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TEORETICKA CAST

1 T-LYMFOCYTY

T-lymfocyty jsou buiiky imunitniho systému, resp. jeho specifické slozky. Imunitnich
reakci se ucastni bud’ piimo, nebo néjakym zpisobem ovliviiuji Cinnost jinych casti
imunitniho systému. K jejich funkcim patii obrana proti intra- ¢i extracelularnim
patogeniim, stejné¢ jako protinddorova imunita, vSe zajiStetné vramci bunécné
zprostfedkované slozky. Dalsi dualezitou funkci je podpora B-lymfocytd v produkci
protilatek, zvySeni antimikrobialni schopnosti fagocyti a uplatnuji se také v zanétlivé

reakci (1 - 4).

1.1Struktura T-lymfocyti

T-lymfocyty piedstavuji asi 75% lymfocytarni populace (5). V krvi se lymfocyty
vyskytuji jako malé, stiedni a velké lymfocyty, které predstavuji efektory. Maji zaoblené
jadro s hrubym chromatinem a bézné nerozpoznatelnym jadérkem. V tizké cytoplazmé se
nachdzi nékolik azurofilnich granul. Bunky maji dle pfislusnosti k riznym subpopulacim

odli$nou zivotnost (6).

Na membranach T-lymfocytl se nachazeji TCR receptory, jimiz buiiky rozpoznéavaji
antigeny. TCR je heterodimer skladajici se ze dvou ¢asti — z modulu rozeznavajiciho
antigen, ktery se strukturou podobd imunoglobulinim, a CD3 komplexu tvofeného
riznymi proteiny. Cast TCR vazajici antigen obsahuje dva riizné fetézce, ve vétsing
piipadi a a B, u mensi ¢asti populace T-lymfocyti se jedna o fetézce y a 6. V obou
ptfipadech se jednd o transmembranové bilkoviny prvniho typu sloZené ze dvou typl
domén. N-terminalni ¢é4st predstavuje variabilni doménu, jejiz stavba se li§i u rtznych
T-lymfocyti. Konstantni ¢ast fetézce je naopak pro vSechny druhy T-lymfocytl stejna.
Antigeny rozpoznané fetézci jsou bilkovinného pivodu a T-lymfocytim je piedstavu;ji
HLA L. a II tfidy, které poméhaji vazat riizné kostimulacni receptory. Zachyceny signal,
jenz ma za kol aktivovat T-lymfocyty, je dovnitf buiiky pfenasen pomoci CD3 komplexu
slozeného z transmembranovych proteinti S riiznou molekulovou hmotnosti, fetézct vy, 6, €
(tvofeného fetézci y a &) a (. Tyto Casti jsou uvniti buiky napojené na protein-tyrosin

kinazy Src a uplatiuji se V prenosu signalu (1; 2).
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T-lymfocyty vykazuji na membranach kromé molekuly CD3 i dalsi znaky plnici funkci
koreceptortl, a to CD4 a CDS8. Buitky CD4" tvofi az dvé tietiny viech T-lymfocyti. CD4
molekuly napomadhaji rozpoznat cizi struktury navazané¢ na MHC II. tiidy, tedy casti
molekul rozpadlé bunky. Buiikky exprimujici tento znak jsou prekurzory pomocnych Ty a
regulacnich Tr lymfocytt. Buiiky nesouci koreceptor CD8 rozponévaji cizorodé molekuly,
antigeny vazajici se na MHC 1. tfidy. Jedna se o prekurzory cytotoxickych T¢ lymfocytu.
Vétsina T-lymfocytl vystavuje na svém povrchu jednu z téchto molekul, nicméné v malém

mnozstvi se v t€le vyskytuji i buiiky s obéma ¢i Zadnym koreceptorem. (4).

1.2 Subpopulace T-lymfocytu
1.2.1 Pomocné T-lymfocyty (Ty)

Pomocné T-lymfocyty, tzv. helpery, jsou builkky nesouci na svém povrchu CD4
molekuly. Naivni buiiky, oznacujici se jako THO lymfocyty, se na zdklad€ povahy antigenu
vyvolavajiciho imunitni reakci rozd€luji na jednotlivé subpopulace.

Nachazi-li se v organismu antigen bakterialniho ¢i virového puvodu (LPS, peptidoglykan,
kyselina teichoova, atd.), diferencuji se buiky Ty0 do subsetu Tyl. Tento proces je
ovlivitovan ptsobenim interleukint IL-12, IL-18 a IL-1, dale chemokinli a interferonu
IFNy. Samotné bunky se vyznacuji produkci tohoto interferonu, k nému se piidavaji dalsi
latky jako IL-2 a TNFB. Lymfocyty podporuji cytotoxické reakce.

Dalsi funkéni skupinou jsou buiikky Th2 produkované v odpovédi na parazitarni antigen ¢i
alergen. Tu2 lymfocyty se diferencuji v zavislosti na IL-13 bazofili a IL-4 tvofeného
T-lymfocyty. Pro tuto subpopulaci je typicka produkce nékolika latek — IL-4, IL-5, IL-6 —
a G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor). Buiky se uplatiuji v aktivaci
B-lymfocyti a tvorbé protilatek. Kromé toho ovliviiuji reaktivitu eosinofilt.

Jednotlivé subsety vzajemné reguluji svoji proliferacni a diferenciacni aktivitu.

cytokint IL-10 a TGF. K jejich funkcim patii usmérnéni aktivity Tyl lymfocyti.

Posledni skupinou fadici se k pomocnym T-lymfocytlim, jsou lymfocyty Twl7. Tyto
bunky, narozdil od jinych subsetli, neplsobi inhibicn€ na zanétlivé odpovédi organismu.
Naopak tyto déje probihajici v riznych tkanich spise podporuji. Jsou stimulovany 1L-23 a
samy vylu€uji IL-17 majici vliv na dendritické bunky, makrofagy a v neposledni fadé€ i na
neutrofily. IL-17 bunikdm umoznuje migraci do mist, kde se odehrava zanétliva reakce, a

vyvolava sekreci dalsich latek — IL-1, IL-6, TGFB, G-CSF a chemokinu (IL-8) (2; 4).
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1.2.2 Regula¢ni T-lymfocyty

Regulacni T-lymfocyty (n€kdy oznacované jako tlumivé) vykazuji na svém
povrchu, stejné jako pomocné T-lymfocyty, koreceptor CD4. Jejich funkce spociva
V ochran¢ normalnich - pfirozené¢ se vyskytujicich - bun¢k pfed imunitnimi reakcemi.
Vzhledem k tomu, Ze stejnou roli plni i v pfipadé nadorovych bungk, jsou tyto subsety za
ucelem efektivnéj$i protinadorové terapie nékdy odstranovany. Normalni lymfocyty se
uplatiuji také v rdmci imunologického vztahu matky a plodu, bunky zajiStuji snizeni
aloreaktivity (v piipadé€, Ze jsou bunky néjakym zpusobem poskozené, dochdzi Casto ke

spontannim potratim) (1; 4).
1.2.3 Cytotoxické T-lymfocyty

Cytotoxické Tc lymfocyty se uplatiuji v imunitni reakci proti virim a dal$im
intracelularnim parazitim, dale umoziuji rozpoznat i jinak poSkozené bunky (buiky
nadorové a ovlivnéné bunéénym stresem). Funkci této skupiny lymfocytl je odstranéni
agens z organismu, aniz by pii tom doslo K velkému poskozeni tkani (mtze ¢innost T¢
lymfocytt doprovazet). Bunky také rozeznavaji peptidové fragmenty v komplexu s MHC
I. tfidy vystavené na povrchu antigen-prezentujicich bunék (APC). Sviij vyznam maji i pro
zanétlivou reakci, jsou totiz producenty ruznych cytokinli podporujicich tento proces.
Jedna se napt. o latky IFNy, TNFa, MIP-1a, MIP-18 a RANTES ¢imz jsou aktivovany
makrofagy a dendritické bunky (1; 2).

1.3 Vyvoj T-lymfocyti

T-lymfocyty se stejné jako dalsi bunky specifické imunity diferencuji z kmenovych
bunék vramci lymfoidni linie. Buiiky se vétSinou vyvijeji v thymu (brzliku), organu
fadiciho se spole¢né s kostni dfeni do skupiny primarnich lymfatickych organt; jen
menSina bunék se diferencuje ve sliznici GIT ¢i v jaterni tkani. Thymus je organ
endodermalniho ptvodu, ulozeny za hrudni kosti. Aby zajistil tvorbu dostate¢ného poctu
T-lymfocytd, dochazi po narozeni k jeho zvétSovani. V obdobi puberty vSak zacina
atrofovat a mnozstvi tkan¢ se postupné zmensuje, nikdy ale nezmizi Uplné a i v pozdéjsim

véku je mala ¢ast thymu zachovana (1; 2).

Thymus je sloZen ze dvou lalokd, které jsou rozdéleny na dalsi laliacky (lobuly).
V celém thymu se nachdzeji dvé vzdjemné spojené slozky dulezité pro spravny vyvoj
T-lymfocytd: ktira a dfen. Prekurzorové bunky zvané také jako pro-thymocyty ¢i dvojité
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negativni thymocyty (neexprimuji CD4 ani CD8), jsou uréené pro preménu v T-lymfocyty.

Je pro n¢ typickd ptfitomnost molekuly CD7. Tyto buiikky se nejdiive dostavaji do

v vy

ey e

fidi rizné chemotaktické latky, chemokiny. Samotnou diferenciaci pak ovliviuji humoralni
faktory thymosin, thymopoetin a thymovy faktor (thymové hormony tvoiené epitelovymi
bunikkami oznaCovanymi jako nurse bunky, kortikalni ¢i meduldrni epitelové buiky) a
rastové faktory (cytokiny SCF a IL-7). Vyvoj bun¢k reguluji také transkripcni faktory
(tfizeny geny IKAROS a NOTCH-1) a nitrobuné¢né signalni molekuly. Déle se na ném
podili interakce mezi thymocyty (mladsi vyvojovy stupen T-lymfocytl) a samotnymi
buitkami thymu Ccili epitelovymi bunkami, makrofagy a dendritickymi buiikami, které

produkuji rizné cytokiny umoziujici vyvoj T-lymfocyta (2).

Ackoliv se v thymu nachazi velké mnozstvi bunék, jen velmi malo z nich se stane
zralymi T-lymfocyty, které mohou opustit thymus. Thymus opusti v podobé dospélych
T-lymfocyti cca 3% bunék, které do néj vstoupily ¢i se v ném vytvofily. V priibéhu vyvoje
thymocytl buniky nejdiive podstupuji zmény na membranidch a zmény v posloupnosti
genovych segmentti pro typické receptory T-lymfocyti, a dale pak proces pozitivni ¢i
negativni selekce, kdy vétsina z nich hyne z divodu nedostate¢né ¢i naopak nepiiméiené
reakce na antigenni podnét. Co se ty¢e membranovych zmén, postupné vznikaji rizné
receptory reagujici na plsobeni odlisnych, chemokini. Napiiklad vyvojové nejmladsi
thymocyty reaguji pomoci svého receptoru na chemokin SDF-1a, u dal§ich vyvojovych
stupnit se méni receptory na C-CR9 (odpovidd na chemokin TECK), zralé thymocyty
vykazuji receptory C-CR4 a C-CR7, na které pusobi chemokiny TARCa/MDC-1, resp.
MIP-3B a SLC. Genetické zmény se tykaji receptoru TCR. Proces ovliviiuji rekombinazy
nezralych T-lymfocyti Rag-1 a Rag-2 vyskytujici se zde v podob¢ tetrameru navazaného
na rekombinac¢ni signal DNA. Bunky pozitivni pro znak CD25 obsahuji fetézec B spojeny
s fetézcem pre-Ta. Poté, co dojde ke zméné polohy genovych segmentt pro oba fetézce a
pre-Ta se pfeméni na a fetézec, se komplex CD3 piemisti z cytoplazmy na povrch. Béhem
tohoto procesu dochazi také k posileni molekul CD4 a CDS, buiiky jsou od této doby
nazyvané jako dvojité pozitivni. Zaroven je pro né typicka pfitomnost znaki CD1 a CD69

).
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Funkce dvojité pozitivnich bunék je testovana v pribéhu pozitivni a negativni
selekce, které predstavuji kontrolni uzel pii vyvoji T-lymfocyti. V pribéhu selekénich
procesi se buiky setkavaji s molekulami HLA, které nesou bud epitelové, nebo
dendritické bunky v thymu. T-lymfocyty, jez nevykazuji afinitu k HLA, nebo je jejich
afinita pfili§ vysoka, prodélavaji apoptozu a hynou. Ostatni buiiky prodélavaji zmény podle
toho, se kterou HLA tfidou reaguji. HLA I. tfidy rozeznéavaji molekuly, které¢ exprimuji
CD8, tzn., ze T-lymfocyty postupné ztraci molekulu CD4. Naopak, pokud bunka reaguje
s HLA II. tfidy, zGstava na jejim povrchu molekula CD4. Na lymfocytech se také objevuje
molekula CD45RA, ktera se vyvinula z CD45RO a je typicka pro naivni T-lymfocyty (2).

Dospélé T-lymfocyty opoustéji thymus a jsou T-lymfocyty unaSeny krevnim

ob&hem do sekundarnich lymfatickych organu, kde se setkavaji s antigeny. (1; 2).

1.4 T-lymfocyty v sekundarnich lymfatickych organech

Naivni T-lymfocyty prostupuji do lymfatickych organtt skrze endotel
postkapilarnich venuli upraveny specifickymi procesy jako zména adheznich vlastnosti
endotelu a lymfocytt. Poté, co T-lymfocyty vstoupi dovnitt do organu, urcuje jejich pohyb
chemokin SLC. Chemokiny také zprostiedkovavaji vzajemné pusobeni T-lymfocytl
a dendritickych bunék a T- a B-lymfocytd v lymfatickych uzlindch. Bunky spolu
komunikuji prostiednictvim receptori C-X-CR5 (T-lymfocyty) a C-CR7 (B-lymfocyty)
(2; 3).

Ve sleziné — v bilé pulpé — se nachdzi periarteriolarni lymfoidni pochva (tzv.
PALS), kde jsou ulozené CD4" a CD8" T-lymfocyty. Toto misto obklopuji B-lymfocyty.
Kromé nich se zde nachazi i jiné imunitni buiiky, napt. neutrofily, eozinofily a plazmatické

buiiky (2; 3).

V parakortikalni oblasti lymfatickych uzlin jsou uloZzeny T-lymfocyty a akcesorni
bunky, jejichz ulohu plni makrofagy a dendritické bunky, které na svém povrchu
predkladaji T-lymfocytim antigeny zachycené v krvi. Druhou moZnosti je, Ze antigeny
pronikaji az do uzliny samostatn¢, nehledé na antigen prezentujici buniky. Z parakortexu se
T-lymfocyty piesouvaji do meduly, odkud spoleéné s B-lymfocyty (ulozenymi ve foliklech
uzlin) ptechazeji do hilu. Z tohoto mista pak smétuji do ductus thoracicus, jeZ usti do vena
subclavia. Podle potieb organismu se pak lymfocyty dostavaji krvi do tkani a organi, kde

plni funkci efektorovych a pamétovych bunék (2; 3).
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1.5 Priabéh imunitni odpovédi

Rozpoznanim antigenu V sekundarnich lymfatickych organech je stimulovédna

proliferace a diferenciace v efektorové a pamét'ové bunky (3).

K aktivaci T-lymfocytd a vyvolani imunitni reakce nestaci samotné rozpoznani
peptidovych fragmentl, které se vazou na antigen-prezentujici bunky a slouzi jako I.
signal, ale je nutné¢ pusobeni dalSich molekul a vznik raznych interakei (kostimulacéni,
akcesorni a adhezni interakce), tzv. II. signal. Signaly museji byt k dispozici vzdy, kdyz
ma dojit k aktivaci imunitni reakce, pokud tomu tak neni, buiika je vystavena apoptoze.
Kostimula¢nimi signdly jsou myslené rizné molekuly na povrchu membran T-lymfocytd,
Z nichz nejvyznamnéj$i jsou pro imunitni reakci transmembranové proteiny CD28 a
CTLA-4 (CD152), které soutézi o vazbu na molekuly CD80 a CD86 na APC (pokud se
vaze molekula CD28, aktivace pokracuje, v opaéném piipad¢ je reakce postupné utlumena
a zanikd). Kinazovy systém pak napomahd aktivovat integrin LFA-1. Dal$imi dtlezitymi
molekulami, uplatiujicimi se v aktivaci T-lymfocytu, jsou molekuly CD2, CD244, CD137,
apod. Podstatny je i Cas, po ktery zlstanou T-lymfocyty a APC v kontaktu. Doba se lisi
podle charakteru subpopulaci. Aby doslo k aktivaci T-lymfocyti CDS8®, je potieba
stimulovat T-lymfocyty antigenem na APC cca 2,5 hodiny, u skupiny CD4" se tato lhiita
prodluzuje az na jeden den. Kromé toho se také 1i$i pocet antigenti, které bunky stimuluji,
naivni T-lymfocyty potfebuji ke svoji aktivaci vice podnétli, zatimco T-lymfocyty slouzici

V imunitnim systému jako pamétové buriky reaguji na jejich pfitomnost rychleji (1; 2).

Jak uz bylo zminéno, interakce T-lymfocytu a antigenu by méla trvat tak dlouho,
aby v T-lymfocytu doSlo k dostatecné aktivaci signalnich kaskad a tim i k fadnému
prenosu signalu dovniti do buiiky, coz vede k proliferaci jednotlivych T-lymfocyti. Tento
proces zajiStuji rtizné déje zahrnujici aktivaci transkripénich faktort, které ukoncuji
klidovou fazi a obnovuji bunéény cyklus. Uvnitf buiiky dochazi nejdiive k aktivaci
tyrozinovych kindz Src (kindzy Lck a Fyn). Na kinazy aktivaéné pisobi 1 molekula CD45.
Ta mé v bunce jesté dalsi funkci, a to negativni ovlivnéni riznych molekul v buiice. Déle
se Vv procesu aktivace uplatiuji 1 fosfolipazy napojené na cytoplazmatickou membranu.
Fosfolipdza je rozdélena na dva signaly, které podporuji uvolnéni Ca®*
z endoplazmatického retikula nebo aktivuji proteinové kindzy zptlisobujici uvolnéni a
pfesun transkripCnich faktord. Tyto struktury pak v jadfe podporuji transkripci gent

nezbytnych pro uskutecnéni proliferace. Dulezit¢ je také plsobeni kalcineurinu —
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serinové/threoninové fosfatdzy, jehoz aktivovana forma také ovliviiuje pfesun
transkripénich faktorti. Dale se do procesu zapojuji GTP vazajici Ras, které aktivuji
serin/threoninové proteinové kindzy. Plsobeni jednotlivych molekul, z jejichz interakci
vznikaji rizné slozit¢ komplexy, je ovlivnéno transmembranovymi a cytosolovymi
adapterovymi molekulami LAT a SLP-76. Prostfednictvim povrchovych receptort
ovlivityji aktivaci T-lymfocytl i cytokiny — interleukiny a interferony, které zasahuji do
uspotadani Jak kindzy a ve spojeni s transkripnimi faktory STAT ovliviiuji prepis genil a

aktivaci T-lymfocytu (2).

Mnozstvi T-lymfocytii se v krvi za normélnich podminek pohybuje kolem 10°
bunck. Buiiky se vSak v piipadé setkani s antigenem mnozi a jejich pocet se v fadu dnii az

tydni mnohonasobnd zvétiuje. V téle se pak vyskytuje 10* az 10° bungk (2).

Stejn¢ jako aktivace imunitni reakce je dilezité i jeji ukonceni, pficemz oba
procesy musi probéhnout bez poskozeni okolnich tkéni. Poté, co je imunitni reakce
dokoncena, je zapocato nékolik procest, které navrati T-lymfocyt do jeho klidového stadia.
Jsou zahajeny reakce, které inhibuji kindzovou aktivitu, negativné plisobi 1 povrchova
molekula CD45. Dals$i nepiiznivé podminky navozuje kostimula¢ni molekula CTLA-4 (jak
jiz bylo zminéno, tato molekula v prubéhu aktiva¢niho déje soupeifi o vazebné misto na
APC s molekulou CD28), ktera vytvaii komplex s molekulami CD80 a CD86. Stejné jako
pii aktivaci, je proces ovliviiovan adapterovym proteinem, ktery vyvolava Stépeni

aktivovanych receptord (2).

Ur¢ita skupina T-lymfocytll se po vystaveni antigenu zméni na pamétové buiiky,
které v pfipadé dalSiho setkani s antigenem rychleji zprostfedkovavaji imunitni reakci.
Tyto buiky se od naivnich lymfocyth 1i§i v n€kolika vlastnostech. Naivni bunky se
pohybuji prakticky jen v rdmci lymfatického systému, naopak pamétové bunky vyuzivaji
volného pohybu tkanémi, kudy se dostavaji do mist s nejvyssi pravdépodobnosti vyskytu

antigenu, tzn. klize, sliznini povrch a jatra (2).
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2 MEZENCHYMOVE KMENOVE BUNKY

Mezenchymové kmenové buiiky (MSC) jsou nonhemopoetické buiiky objevené
Alexanderem Friedensteinem v roce 1968. Jako prvni probéhla izolace z kostni diené, od
t¢ doby pak byly bunky izolovany z tkani a organa jako pupecnikova krev, tukova ¢i
pojivova tkan, pokozka, synovialni tekutina, placenta, plodova voda, slinivka, ledviny, atd.
Buiky funguji jako prekurzory nonhemopoetickych kmenovych bunék, je pro né typicka
snadnd diferenciace v builky mezodermalni linie, stejné¢ jako v bunky ecto- ¢i
endodermalniho ptavodu - adipocyty, chondrocyty, osteoblasty, neurony, hepatocyty,
endotelové buiky ¢i B-bunky produkujici inzulin. Jsou znadmé predevSim pro své
imunomodula¢ni vlastnosti, jejich efekt je uplatiovan na rizné typy bunék. Tim MSC
zmiriiuji nepfiznivé imunitni reakce, jako je reakce Stépu proti hostiteli (GVHD), jsou
schopné regenerovat napiiklad srde¢ni nebo plicni tkan a svou roli mohou hrat také
v onemocnénich muskuloskeletalniho systému. Na druhou stranu za uritych podminek
podporuji MSC rist bunék solidnich a hematologickych malignit, zvlasté leukémie. Navic
byla v souvislosti s piisobenim MSC demonstrovana i podpora ristu metastaz a zvyseni
rezistence na 1éky proti riznym typim rakoviny. VsSe diky faktu, ze MSC inhibuji

programovou smrt a protinadorovou aktivitu NK bunék (7 - 9).

MSC bunky exprimuji povrchové molekuly CD105, CD90 a CD73, zatimco pro
hematopoetické markery jako CD45, CD31, CD14, CD11b, CD19 nebo CD79 a HLA-DR
jsou negativni. Vzhledem k témto vlastnostem jsou popisovany jako privilegované bunky
imunitniho systému, vykazuji pouze nizkou imunogenitu, nizkou expresi MHCI a nizkou
¢i zadnou expresi MHCII, dale také nedostatek kostimulacnich molekul pro aktivaci
T-lymfocytii. Diky tomu mohou byt uspésné transplantovany skrze alogenni a xenogenni
bariéru. Tyto vlastnosti jim zajistily Siroké vyuziti ve zkusebni 1é¢bé riznych imunitnich
onemocnéni, napi.: roztrousena skler6za, diabetes 1. typu, Crohnova choroba nebo
systémovy lupus erythematodes. MSC vykazuji velky rozsah mechanismt vhodnych pro
1é€bu pulmonarnich onemocnéni tim, Zze maji schopnost redukovat zanét v plicich, proces
fibrézy a apoptozu. Funkce MSC jsou zajiStény hlavné schopnosti migrovat do mista
zantu ¢i zranéni; praveé zanétlivy proces nebo poSkozend tkan pisobi na MSC jako

chemoatraktanty (8 - 9).

MSC maji podobny efekt jak na pamétové T lymfocyty, tak na naivni buniky a na
ob¢ subpopulace T lymfocytd — CD4+ i CD8+. MSC potlacuji jejich aktivaci a proliferaci
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indukovanou mitogennimi ¢i polyklonalnimi stimuly (PHA, ConA, CD3, ad.). Proliferaci
potlacuji zastavenim bunééného dé€leni, nikoliv zastavenim apoptdzy, a to bud’ piimo
pomoci zkontaktovani buniky, nebo nepfimo prostiednictvim antigen prezentujicich bunék.
Pro zajisténi suprese bunék vylucuji T-lymfocyty mediatory, jimiz jsou interleukin-1beta
(IL-1B), rustovy faktor TGFB (transforming growth factor ), prostaglandin E; (PGEy),
hepatocyte growth factor (HGF), indolamin2,3-dioxygenaza (IDO), interleukin-10 (IL-10),
hemoxygenaza-1, leukaemia inhibitory factor (LIF) a NOTCH-1.

Kromé T-lymfocytd ovliviiuji samoziejmé€ i jiné builkky imunitniho systému, napf.
B-lymfocyty a monocyty. Dé&je typické pro B-lymfocyty reguluji MSC vylucovanim
chemickych mediatori, které inhibuji produkci protildtek plazmatickymi buiikami a
proliferaci B-lymfocytd. Co se tyée monocyti, ovliviiuji MSC nejen jejich funkci, ale i
jejich vyzravani v dendritické bunky. Dendritické bunky vykazuji redukovanou odpoveéd’
stejné jako kapacitu vylucovat 1L-12 a tumor necrosis factor alfa (TNF-a). Buiky naopak
produkuji vyssi hladinu IL-10. MSC maji na buiiky imunosupresivni efekt, ¢imz zvySuji
jejich toleranci Kk jinym bunkam. K tomuto efektu piispiva tvorba latek jako IL-6,
monocyte colony-stimulating factor (M-CSF), PGE,. MSC vykazuji inhibi¢ni efekt také
vici NK bunikam, ten je zajistén latkami jako PGE,, IDO ¢i TGFB-1 (7; 9; 10).
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3 FIBROBLASTY

Fibroblasty roztrousené v tkani celého téla predstavuji nejpocetnéjsiho a zaroven i
nejmén¢ specializovaného zastupce bunék vyskytujicich se v pojivové tkani. Podileji se na
tvorbé extracelularni matrix (ECM), ktera obklopuje buiikky pojiva a zajistuje jeho

celistvost (11; 12).

V ptipad¢ potieby se fibroblasty pfeménuji v jakoukoliv buiniku pojiva, tj. v
chondrocyty, adipocyty, osteoblasty ¢i osteocyty a builky hladké svaloviny. Uvedené
modifikace bun¢k pojivové tkané jsou ovlinény slozenim pfitomné matrix, typem bunck
obsazenych v ECM, hormony a ristovymi faktory. V tkani se vyskytuji ve dvou stadiich -
pasivni, klidové buiiky, které se jinak oznacuji jako fibrocyty a aktivni buiiky, fibroblasty.
Bunky se odlisuji svou syntetickou aktivitou a ¢aste¢né i morfologickym uspofadanim (5;

11; 12).

Fibroblasty jsou butiky s nepravidelnymi dlouhymi vybéZzky. Uprostied se nachazi
velké vietenovité svétle zbarvené jadro Sjemnym chromatinem a vyraznym jadérkem.
Vv cytoplazmé se naléza nékolik hrubych endoplazmatickych retikukul a vyrazné vyvinuty
Golgiho aparat. Fibroblasty syntetizuji vétSinu komponent extraceluldrni matrix, ve které
jsou roztrouseny proteiny jako kolagen (hlavné kolagen typu I a III) a elastin, které formuji
kolagenni, elastickd a retikularni vlakna a spolecné zajiStuji pevnost a elasticitu tkané.
Dalsimi slozkami jsou bilkovina vitronektin a glykoproteiny fibronektin, laminin a
thrombospondin slouzici jako ligandy pro integriny neboli povrchové proteiny uplatiujici
se vinterakci ECM s buiikami. VECM se také vyskytuji glykosaminoglykany (napf.
hyaluronat — kyselina hyaluronova) a proteoglykany zakladni hmoty. Krom¢ vzniku ECM
se fibroblasty podileji také na jejim odstranéni, ¢imz ji zajist'uji neustalou obnovu. Uréitou
roli hraji i v produkci rastovych faktord, které ovliviuji vyvoj bun¢k a jejich diferenciaci.
(5;11-13)

3.1 Uplatnéni fibroblast v imunitnim systému

Pokud se vtéle vyviji zanétliva reakce, dojde nejdfive VvV misté poskozeni
k rozruseni ECM prostiednictvim kaskady degradac¢nich enzymul, coz usnadiuje
zanétlivym builkam migraci do mista zanétu. Fibroblasty exprimuji na svém povrchu

molekulu CD44, ktera interaguje s kyselinou hyaluronovou a tim vyrazné napomaha
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vV nasmérovani lymfocytli do mista zanétu. Pfi procesu hojeni je tedy odbourdvani ECM

jednim z vyznamnych déja (12; 13).

Za normdlnich okolnosti nepodstupuji fibroblasty vyskytujici se v dospélém
organismu buné¢né déleni, mitdéza probiha pouze v piipadé, Ze porusena tkan vyzaduje
dalsi buniky ke svému hojeni. Okolni fibroblasty proliferuji, migruji a shromazduji se
vV misté poskozeni, kde produkuji velké mnozstvi kolagenni matrix, jez izoluje a opravuje
poskozenou tkan. Akumulaci bunék zprostiedkovava GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor). Buiiky se zde modifikuji v myofibroblasty , které se podobaji
bunkam hladké svaloviny, dokonce obsahuji aktiny, jez jim =zajiStuji schopnost
kontraktility. Tento piechod jednoho typu bunky v jiny stimuluje TGF-B, ristovy faktor
podporujici tvorbu jizvy bohaté na kolagen. Kromé toho TGF- indukuje produkci mnoha
komponent ECM, napf. kolagenu, fibronektinu, chondroitinu, hyaluronanu, proteoglykani
a integrini. Naproti tomu sniZzuje syntézu degradacnich enzymi ECM, kterymi jsou
kupiikladu kolagenazy. Jiz ve velmi malych davkach plni TGF-B chemotaktickou funkci
pro monocyty, neutrofily a lymfocyty. Kromé toho indukuje syntézu rtiznych latek fadicich
se do skupiny prozanétlivych cytokina (IL-1, TNF-a, IL-6 a MIP-1a). Déle se vyznacuje i
imunosupresivni funkci, ma schopnost indukovat inhibici proliferace B-lymfocyti a
sekreci imunoglobulint, inhibici proliferace T-lymfocytl a jejich cytotoxicitu. Pfi procesu

hojeni je odbouravani ECM jednim z vyznamnych dé&ju (5; 12; 13).

Fibroblasty jsou také schopné produkovat signaly pfipisované zanétlivym buiikam.
Spole¢né s dal§imi bunikami (endotelovymi, epitelovymi ¢i svalovymi) produkuji
chemokiny majici schopnost zprostfedkovat zéanétlivou reakci. Proces je stimulovan
interleukinem-1 (IL-1) a TNF-a (tumor necrosis facftor-a) produkovanymi hlavné
monocyty a makrofagy v brzké fazi zanétlivé reakce. Tyto prozanétlivé cytokiny podporuji
proliferaci fibroblasti, jeZ je umoznéna pusobenim mitogenu PDGF (platelet-derived
growth factor) na PDGF receptor na povrchu fibroblasti a bunék hladké svaloviny.
V ramci zpétné vazby na plsobeni IL-1 a TNF-a odpovida fibroblast tvorbou
prostaglandinu E; (PGE;). Jedna se o tkanovy hormon, ktery inhibuje proliferaci
fibroblastii, potlacuje ¢innost lymfocyt (ma schopnost inhibovat proliferaci T-lymfocytq,
resp. regulovat jednotlivé T-lymfocytarni subpopulace). Efekt tohoto hormonu na
lymfocyty naznacuje, Ze fibroblasty hraji vyznamnou roli v regulac¢nich a reparativnich

procesech (13).

22



4 MITOGENY

Mitogeny patii mezi latky navozujici mitdzu, bunécné déleni a tim i aktivaci a
proliferaci lymfocyti nebo jejich jednotlivych skupin. VéEtSinou se jedna o chemické latky
izolované zrostlin (napiiklad phytohemaglutinin, konkavalin A ¢i pokeewed mitogen)
(14).

Rostlinné lektiny maji funkci polyklonalnich aktivatora, které nehled¢ na antigenni
specificitu transformuji vétSinu lymfocytd v klidovém stadiu v lymfoblasty. V pribéhu
tohoto procesu probihaji v bunice zmény jako acetylace histonti, fosforylace nukleovych
kyselin DNA, RNA a syntéza proteini. Vé&tSina lektin, u nichz byla zaznamenana
mitogenni funkce reaguje hlavné nebo vyluéné s T-lymfocyty, mitogent reagujicich pouze
s B-lymfocyty je mélo.

Mitogeny se na lymfocyty vazou pies sacharidové receptory, ¢imz spousti bunéénou
aktivitu. Sama o sob¢ vSak vazba na receptor nezarucuje, ze aktivace prob&éhne. Mitogeny
se vazou na CD2 ¢i CD3 molekulu, ktera je souc¢asti TCR receptoru a ziejmé ma regulacni
funkci pfi aktivaci mitézy pres CD2, pak také na histokompatibilni antigeny ¢i samotny
TCR.

Pusobeni lektint je podporovano tzv. pfidatnymi bunikami (accessory cells) a cytokiny, na
jejichz pusobeni je mitogen vice ¢i méné zavisly. Zajimavosti je, ze lektiny plsobi
mitogenné¢ pouze v nizkych koncentracich, ve vysokych hustotach je jejich plsobeni

neucinné (15).
4.1 Prehled nejvice pouzivanych mitogent

V laboratorni a Iékaiské praxi se nejvice pouzivaji phytohemaglutinin A,
konkavalin A, pokeweed mitogen, z bakteridlnich mitogend je nejvice znamy

lipopolysacharid.
4.1.1 Phytohemaglutinin (PHA)

Phytohemaglutinin byl objeven v 60. letech minulého stoleti Dr. Peterem
Nowellem (16). Tento mitogen je ziskavan z rostliny Phaseolus vulgaris (fazol obecny).
Indukuje proliferaci T-lymfocyt. Vyskytuje se jako tetramer sloZzeny ze dvou piibuznych
proteind — leukoaglutinini PHA-E a PHA-L-, jejichZ plisobeni mé za nasledek aglutinaci

erytrocytl a leukocytl. Je specificky pro oligosacharidovy komplex zahrnujici galaktozu,
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N-acetylglukosamin a mandézu. Kromé téchto funkci PHA také umoziuje jinak

neprobihajici pfechod pies bunéénou membranu (14; 17).

Ve vyssich davkach se jedna o toxin, ktery se ve velké mife nachdzi v nevarenych
¢ervenych a bilych fazolich, méné¢ PHA pak obsahuji jiné typy lusténin. Pfiznaky otravy
nastupuji béhem tfi hodin od poziti jedu, mezi symptomy patii nevolnost, zvraceni ¢i

prujem; ustupovat pocinaji ¢tyii az pét hodin po zacatku znamek otravy (18).
4.1.2 Konkavalin A (ConA)

Zdrojem konkavalinu je Canavalia ensiformis (trojkyl mecovity). Stejné jako
pfedchozi mitogen aktivuje T-lymfocyty (béhem sekund od vystaveni ucinku stimuluje
metabolismus thymocytil), nicméné jiné subpopulace, nez je tomu u PHA. Diky tomu, Ze
se specificky vaze na struktury obsazené v sacharidech, glykoproteinech a glykolipidech,
je jeho pouziti v biologii a biochemii celkem rozstené (vaze se na glykoproteiny a jiné
slozky obsahujici sacharidy na povrchu bun¢k). Také zplisobuje silnou aglutinaci
erytrocytll nehledé na krevni skupinu a rtiznych rakovinnych bunék, dale pak myocyt,

fibroblastt, B-lymfocytu, atd. (14; 19)

Stejné jako vétSina mitogentl, je i ConA tetramer, je sloZzen ze Ctyf stejnych
podjednotek, z nichz kazd4 vaze atom Mn?* a Ca’" a zbytky sacharidii a-D-manosyl a
a-D-glucosyl. Cela molekula pak obsahuje Ctyfi vazebnd mista, jedno na kazdé

podjednotce (20).

4.1.3 Lipopolysacharid (LPS)

Lipopolysacharid, resp. toxin odpovidajici struktury, pochazejici z bunécné
membrany gram-negativnich bakterii, patfi mezi aktivatory B-lymfocyti bez ohledu na
jejich antigenni specificitu (na T-lymfocyty netcinkuje). Aktivuje pametové lymfocyty,
které pak proliferuji v nové pamétové bunky nebo se méni na plasmocyty. Kromé
lymfocytl plisobi i na monocyty, dendritické buniky nebo makrofadgy a vyvolava sekreci
prozanétlivych cytokinll ¢i eikosanoidii — vV rdmci bunécné odpovédi na stresovy podnét
buiika produkuje 1 NO; ¢i superoxidy. Mitogen se vaze se na komplex CD14/TLR4/MD2
(22).

LPS jsou velké molekuly skladajici se ze tii casti — O-antigenu a lipidu A na

koncich fetézce a lipidového jadra uprostied (propojuje O-antigen a Lipid A). O-antigen
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neboli O-specificky polysacharid se nachdzi na povrchu membrany a urcuje jeji antigenni
specificitu. Sklada se z mnoha opakujicich se oligosacharidovych jednotek. Lipid A je
pevné usazen v cytoplazmatické membrané. Pravé tato Cast je rozpozndvana imunitnim

systémem, jiz v malych koncentracich na néj reaguji makrofagy a monocyty (21; 22).

4.1.4 Pokeweed mitogen (PWM)

Posledené jmenovany mitogen je obsazeny v rostliné¢ Phytolacca americana (li¢idlo
americké). Mitogen stimuluje proliferaci B-lymfocyti, av$ak pouze v pfitomnosti
T-lymfocytd (thymocytl i perifernich T-lymfocytit), samotné B-lymfocyty s touto latkou
nereaguji. Vlivem PWM jsou tvofeny protilatky tridy IgM, IgG a IgA, a to imérné

ptitomnému mnozstvi T-lymfocyta (14; 23).
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5 TEST BLASTICKE TRANSFORMACE

Metoda blastické transformace se fadi mezi testy funkce T-lymfocytl, konkrétné
jejich schopnosti proliferace, ktera je nutna pro normalni funkci imunitniho systému, tzn.

pro zahajeni a vyvoj imunitni reakce (14; 24).
5.1 Princip

Jako vzorek se pro test pouziva nesrazliva krev (zpravidla se jako antikoagulacni
¢inidlo pouziva heparin) zpracovana tak, aby prodleva mezi odbérem a samotnou
piipravou vzorku k analyze byla co nejmensi, nejdéle vsak do 24 hodin, jelikoz schopnost

proliferace se tmérné s Casem snizuje (24).

Test pfi hodnoceni vyuziva rGznych typl stimulacnich latek. Danym podnétem
muze byt urCity antigen, mitogen, monoklonalni protilatka proti CD znakim ¢i alogeni
(ozatené - neaktivni) T-lymfocyty. Na tyto stimuly bunka odpovida zvétSenim objemu
genetické informace spolecné s dal$imi déji a kone¢nym délenim bunky. To tedy znamena,
ze pokud buiika obdrzi spravné signdly, mnozi se a cela populace bunck se zvétSuje. Tim je
zajisténa dostateéné velkd imunitni reakce. Jeji velikost se da meéfit nékolika zpisoby.
Standardni metodou, od niz se ovSem v souc¢asné dobé upousti kvtili pouziti radioaktivnich
izotopti, je aplikace triciem oznaGeného thymidinu (°H thymidin), ktery se pfidava
K buné¢né suspenzi kultivované v pfitomnosti stimulacni latky (napf. antigenu). Thymidin
se béhem nasledujicich hodin zabudovava do nové vzniklé DNA aktivnich bunék. Po
ukonceni kultivace je pak mnoZstvi thymidinu inkorporované do nové DNA vyhodnoceno
B-counterem, ktery méfi radioaktivni zatreni v deoxyribonukleové kyseling, resp. pocet
svételnych impulzi za minutu. Vysledky jsou vydavany v podob¢ stimula¢niho indexu (SI)
v cpm (counts per minute). Index je definovan jako vztah mezi aktivitou stimulovanych

bungk a aktivitou populace bez ptidané stimula¢ni latky (14; 24 - 26).

Z bezpecnostniho hlediska se postupné¢ zacaly objevovat metody nahrazujici pouziti
thymidinu, napf. analyza DNA nebo priikkaz proliferacnich znakti. Obé metody jsou
vyhodnocovany pomoci prutokové cytometrie, ktera pracuje S buikami vykazujicimi
proliferacni aktivitu.

Analyzou DNA je uréeno procentudlni zastoupeni bun¢k v S-fazi bunééného cyklu, kdy se
zvétSuje objem DNA (27). nebo v tzv. proliferaéni frakci S+G,M. G, faze je tzv.

pfipravnou fazi bunéného cyklu, pfi niz se bunka pfipravuje na rozdéleni; mitoticka
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faze M je stadium, ve kterém dochazi k rozd€leni buiniky na dvé samostatné jednotky (27).
Vystupem metody je pak srovnani pomérného zastoupeni bunék nachazejicich se
Vv jednotlivych fazich bunééného cyklu ve vzorku se stimulacni latkou a bez ni.

Prikazem exprese proliferaCnich nebo aktiva¢nich antigenii je vySetfovana pozitivita
bun¢k pro povrchové molekuly exprimované v riznych fazich proliferace poté, co byla
bunika vystavena plisobeni stimulantu, napiiklad mitogenu. Obvykle se témito testy
posuzuje pritomnost antigeni CD25, HLA-DR a CD69. Vyhodou této metody je oproti
vyuziti *H znadeného thymidinu mensi dédvka mitogenu a také Cas, ktery potfebujeme

k samotné inkubaci bunééné populace se stimulanty (14).

Krom¢é uvedenych existuji samozfejmé i1 dal§i moznosti prozkoumani funkce
lymfocytl. Jedn4 se o oznaceni bun€k vitalnim membranovym barvivem, jehoz intenzita
fluorescence klesa s kazdym délenim buiiky, a vySetieni intraceluldrnich cytokind a s nim
souvisejici vysetfeni jednotlivych podskupin T-lymfocyt, dale stanoveni antigent

uplatiujicich se pii buné¢énych interakcich, aktiva¢nich znaku, atd. (14; 26)
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6 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pratokova cytometrie patii mezi analytické metody zobrazujici rizné vlastnosti
bunék a jinych ¢astic (24) (14). Vyznamnou mérou piispiva ke spravnému vyhodnoceni
poruch imunitni soustavy a od néj se odvijejici urceni diagnozy. A to zejména proto, ze
poskytuje informace o pocetnim zastoupeni jednotlivych subpopulaci bunék spadajicich do
velké skupiny leukocytti. Tyto poméry se pii riznych onemocnénich odliSuji a je tedy
nezbytné je ur€it (25). Uplatnéni metody je Siroké. Mimo imunologii nasla uplatnéni i
v dalSich lékarskych oborech, naptiklad v hematologii (vyuziva se pro ur¢eni mnozstvi
DNA a poznani vyvojovych stadii bun€k) a onkologii (napf. vySetfeni malignich bunék).
Kromé toho hraje svou roli i ve vyzkumu, ve kterém mnohobarevna cytometrie odhaluje

prostfednictvim vice fluorescen¢nich barviv vztahy mezi riznymi skupinami bunék (24).

Tento test je zalozen na schopnosti specifickych protilatek vézat se na antigenni
determinanty, jez jsou vykazovany leukocyty (28) K rutinnimu vySeteni patii sledovani
membranovych diferenciacnich antigeni CD, povrchovych znakid, které vykazuji
jednotlivé bunky dle své nalezitosti k ur¢ité¢ skupiné buné¢k nebo svého vyvojového stadia.
Vzhledem Kk tomu, Ze jeden antigen mutize byt exprimovan na ruznych bunkach, sleduje se
vétsinou vyskyt vice znaku najednou, tzv. koexprese, kdy se zaznamenava pfitomnost

dvou, tfi, ¢ty i vice znakti najednou (26; 29).

6.1 Princip

V zévislosti na odvétvi, ve kterém je metoda vyuzita, je pro provedeni testu pouzit
vzorek plné krve, buffy-coatu, mononuklearnich bunck, kostni dfené, lymfatické uzliny
nebo jinych tkani (29) (30). Je-li pouzit vzorek krve, je nutné, aby k nému bylo ptidano
antikoagulacni ¢inidlo, zpravidla EDTA nebo heparin. Vyhodou je, Ze potfebujeme maly
objem krve (2 ml). Samotné zpracovani vzorku nasleduje 30 hodin po odbéru (vzorek
uchovavan pii teploté cca +4°C), vyjimkou jsou nékteré testy, které museji byt provedeny

co nejdrive (funk¢ni testy, imunofenotypizace monocyti a granulocytt) (14; 24).

Metoda vyuzivd dvou fyzikdlnich principi, a to hydrodynamické fokusace
(odd€luje a usmérnuje bunky) a pfimé imunofluorescence (zajisténa fluorescencnimi

barvivy navazanymi na protilatkach) (14; 25; 26; 30).

Celé¢ méfeni probihd ve tfech navzajem propojenych systémech. Nejdiive jsou
Vtzv. fluidnim systému rozdéleny bunécéné skupiny na jednotlivé bunky, které pak
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prochazeji systémem jedna za druhou. Na jejich membranovych antigenech jsou navazané
specifické monoklonalni protilatky (MAb) s navdzanymi fluorescenénimi barvivy
(fluorochromy). V optickém systému jsou pak burnky vystaveny pusobeni laserového
paprsku. Rozptyl a odraz paprsku se spolecné s intenzitou fluorescence vyhodnocuji
pomoci digitalniho systému. Jednotlivé parametry jsou zaznamenany a vyhodnoceny jako
procentualni zastoupeni rGznych subpopulaci lymfocytd. Vysledky jsou graficky
zobrazeny histogramy (14; 24 - 26).

6.1.1 Pritokovy cytometr

6.1.1.1 Fluidni systéem

Hydrodynamicka fokusace je uskutec¢novana v pritokové komote. Zde je umisténa
tryska a tenkd kapildra. Buiiky, které proudi tryskou do kapildry, se diky lamindrnimu
proudéni tzv. nosné kapaliny (izotonicky roztok), kterd buitky obklopuje, sefazuji jedna za

druhou a ptechazeji do snimaci oblasti (14; 24; 30).
6.1.1.2 Opticky systéem

Uprostied prutokové komurky je na bunky zamifen laserovy paprsek, jehoz vyska i
Sitka jsou upravovany cylindrickymi co¢kami, které paprsek zaroven zaostfuji a zmensuji,
¢imz umoznuji zacileni paprsku pouze na jednu bunku. Jako zdroj zéateni slouzi hlavné
argonovy laser, krom¢ né&j jsou zde Casto zafazeny i helium-neonovy laser (He-Ne laser)
nebo ¢ervena dioda (30).
Buiika pfi interakci se zafenim c¢ast svétla odrazi a rozptyli v rtiznych uhlech, které
vypovidaji o rliznych parametrech buniky; ¢ast je vyzafena ve formé& fotont, které jsou
emitovany z fluorochromil. Pfimy rozptyl neboli forward scatter (FS) je svétlo odrazené
v malych uhlech (1-19° nebo 1-8°, =zalezi na nastaveni senzoru, ktery rozptyl
zaznamenava) a je urcen velikosti buiiky. Druhou métfenou veli€inou je side scatter, tedy
kolmy rozptyl (SS). Jedna se o svétlo rozptylené v uhlu cca 90°, jeZ odpovida granularité
bun¢k. Diky tomu lze rozdé€lit bunky na lymfocyty, monocyty a granulocyty, které se
lisi obsahem granul v cytoplazmé. Kromé téchto kritérii jsou bunky hodnoceny i podle
fluorescen¢niho svétla (FL), umoziujiciho rozpoznat membranové proteiny vystavené na
povrchu buné¢k (30).
Aby mohlo byt zafeni zachyceno, je v optickém systému umistén soubor hranold, filtra a
zrcadel. Optickymi filtry jsou long pass, short pass a band pass filtry, které propousteji

svétlo v omezeném rozsahu vinovych délek (14).
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6.1.1.3 Digitalni systém

Svétlo zachycuji senzory, které ho dle intenzity prevadi na elektrické signaly
nasledn¢ logaritmicky ¢i linedrné zesilené fotondsobiCem. Zméiené parametry jsou
vyhodnocované nejcastéji podle plochy pod impulsem, tedy integralu. Podle pozadavk lze
mefit 1 jeho vysku ¢i Sitku. S parametry nadale pracuje pocitac, resp. software, ktery

umoziuje hodnotit jednotlivé skupiny bunék podle zaznamenanych vlastnosti (7; 13).

6.1.1.4 Sortery

PtedevSim ve vyzkumu se uplatiiuji tzv. sortery, neboli tfidi¢e, které¢ rozdéluji
buiiky podle jejich ndleZzitosti k urcité populaci, a to zpltisobem zaloZzenym na kmitani
piezoelektrického krystalu. Ten rozd€luje kapalinu na jednotlivé kapky obsahujici vzdy
jednu buiiku. Podle toho, zda bunky nesou elektricky néboj, rozclefiuji se ptuisobenim
elektricky nabitych desek do jednotlivych zkumavek. Rozdéleni bun€¢k umoziuje dalsi
praci pouze s vybranou populaci. Z 1ékaiskych obort se uplatiiuji v onkologii, hematologii
¢i genetice (selekce nadorovych bungk, fetalnich erytrocyti obsazenych v krvi matky,
apod.) (14).

6.1.2 Zpracovani a znazornéni vysledki

Impulzy pievedené na napétové signaly po zesileni a Gpravé zpracovava k tomu
urCeny software. Vysledky analyz jsou predkladany jak v grafické, tak v Ciselné podobé
(vétSinou ve formé& procent). Grafické vyjadieni lze vydat v n€kolika-parametrovych
histogramech. Nejjednodussi z nich je jednoparametrovy graf, ktery na ose x zobrazuje
intenzitu fluorescence a na ose y mnozstvi bunék. Dvouparametrovy se li$i v tom, Ze jim
1ze zachytit dva signaly, pfi¢emz mnozstvi bunék vyjadiuji te¢ky (dot-plot histogram) nebo
¢ary (counter-plot histogram). V bodovém grafu Ize hustotu bun¢k také znazornit riznymi
barvami ¢i riznymi odstiny Sedi. Pii analyze vysledki se nékdy, nikoliv v8ak pii béZném
vydavani vysledki, pouZzivaji i trojrozmérna zobrazeni.

Prozkoumani bunécéné subpopulace podle tii a vice parametri vyZaduje vytvoreni tzv. gatu
(vybere se pozadovana skupina buné€k). Z n¢ho se potom vytvari graf pro zbyvajici
parametry (hledaji se buiiky pozitivni pro dal$i znak). Gaty jsou soucasti informaci, které
jsou predavany lékafi, jez vySetfeni indikoval. Krom¢ grafii ndm software nabizi |
statistické udaje vyhodnocené pro celou skupinu bunék nebo pouze pro vybranou populaci.
Témito informacemi jsou Cetnost, primernd intenzita fluorescence (oba parametry lze

vycist z histogramu), median, modus, standardni odchylka, geometricky primér, apod.
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Ziskana data jsou vkladana do tabulek, které se pak ukladaji jako listmodedata (*.Imd).
Jejich velkou vyhodou je, Ze jsou pfistupné dalsi praci (narozdil od histogramt, které tuto

prednost nemaji) (14; 24; 30).
6.1.3 PouZivané reagencie

Pro vyhledani buné¢nych membranovych struktur jsou pouzité monoklonalni
protilatky s navazanym fluorescencnim barvivem. Mezi ty nejznaméjsi patii fluorescein
izothiokyanat (FITC), phykoerytrin (PE), pyridin-chlorofyl (PC) nebo tieba texaska cerven
(ECD). Samoziejmé existuje velka skala barviv, které jsou vice ¢i méné pouzivané pfti
jednotlivych analyzach. Kazdé barvivo se 1isi vinovou délkou zareni, které emituje po
interakci s laserovym paprskem. Monoklonalni protilatky se do bunééné suspenze mohou
pridavat po jedné (kazda protilaitka ma ,,svoje* barvivo), nebo Ize vyuzit i kombinace
protilatek, tzv. koktejl protilaitek. V ném mutize byt vice protilatek oznacenych jednou
fluorescencni latkou, nebo se v ném nachdzi protilatky proti stejnému antigenu, které se
vSak vazou na odli$na mista tohoto antigenu (14).

Bunééné suspenze se fedi a promyvaji fosfatovym PBS pufrem, déle jsou vyuzivany latky,
které fixuji bunky (pufrovany paraformaldehyd), rozrusuji jejich bunécnou membranu
nebo separuji buniky (separace probiha na hustotnim gradientu) (14). Také je uzivano
lyzaéni ¢inidlo, jehoz tkolem je docilit rozpadu Eervenych krvinek (31); tento krok je

zadouci pri vySetieni leukocytid krve ¢i kostni diené (14).

6.2 Vyhody a nevyhody priitokové cytometrie

Vyhody priatokové cytometrie ptevazuji nad jejimi nevyhodami. Ackoliv
pofizovaci cena ziistava relativné vysoka, jde o rychlou a spolehlivou metodu, ktera
umoziuje objektivni analyzu bunék. Navic Ize soucasné detekovat vEétsi mnozstvi znakl
diky pouziti riznych typu barviv (14). Metoda se uplatiiuje hlavné ve vétSich laboratofich,
kde je nutné v kratké dobé vysettit vétsi mnozstvi vzorkl (pritokova cytometrie umoziuje

V par minutach analyzovat desitky tisic bun¢k) (24; 25).

6.3 Slide-based cytometrie

Vyhody prutokové cytometrie spolecné s vyhodami fluorescencni mikroskopie v
sobé spojuje metoda slide-based cytometrie, pficemz soucasné potlacuje negativa obou
(24). Fluorescen¢ni mikroskopie je Casové velmi narocna metoda (25). Jejim dal$im

negativem je mirnd neobjektivita, kdy jeden vysledek mize byt dvéma osobami na zaklad¢
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jejich zkuSenosti vyhodnocen trochu jinak. Zde se tedy uplatiiuje pratokova cytometrie,
Ktera posuzuje riznou intenzitu fluorescence zaznamenanou fluorescen¢nim mikroskopem
a tim vysledek =zobjektiviiuje. Fluorescence naopak dopliiuje zmeéfené parametry

informacemi o struktufe bunék, vysledky, jeZ pritokovy cytometr nevydava (24).

Princip slide-based cytometrie je téméf totozny s principy obou metod. Po obarveni
a vyfoceni vzorku (fluorescenéni mikroskopie) nasleduje softwarové zpracovani fotografii
na zakladé¢ hodnoceni hloubky fluorescence. Vysledkem je graf totozny s grafem, se

kterym pracuje i béZna pratokova cytometrie (24).

Slide-based cytometrie tedy umoziiuje hodnotit celou populaci bunék jak
z kvantitativniho, tak z kvalitativniho hlediska. Dava tak moznost lépe porozumét
procesiim, které probihaji v téle zdravého i nemocného cClovéka a ma prediktivni a

preventivni vyznam (32).
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7 CD NOMENKLATURA A POVRCHOVE ZNAKY CD3,
CD25,CD 45 ACD 69

CD nomenklatura (CD — Cluster Designation) je jednotny systém né¢kolika set
membranovych struktur vyskytujicich se na leukocytech. Tyto struktury jsou objevovany
diky monoklonalnim protilatkdm, které se na molekuly vazou. Jednotlivé znaky jsou
oznacovany zkratkou CD a poradovym ¢islem. VétSina z nich je pojmenovana i jinak,
Casto podle protilatky, kterd se na né¢ vaze. Soupis obsahuje pies tfi sta az Ctyii sta CD

znaki (26) (33), nicméné jejich seznam nadale roste (2).

7.1 CD3 (T3)

Znak CD3 je soucasti komplexu TCR zahrnujiciho kromé¢ CD3 komplexu i modul
rozeznavajici antigen. Molekula zprostfedkovava rozpoznavani antigenti, podili se na
transdukci signdlu a ma pomocnou funkci pii aktivaci T-lymfocytii. Je vystaven na
povrchu vSech zralych T-lymfocytt, dale ho mizeme najit na povrchu neuront, thymocyti
a buné€k hladké svaloviny. Svou strukturou se fadi do rodiny imunoglobulini, je sloZen ze
skupiny fetézcl (transmembranovych proteini) — dvou CD3g, jednoho CD3y, jednoho

CD35 a posledniho CD3( (1; 14; 33; 34).

7.2 CD25 (IL-2Ra, Tac antigen, p55, TCGFR)

Jedna se o tzv. marker pozdni aktivace o velikosti 55 kDa, ktery lymfocyty zacinaji
vykazovat béhem 24-48 hodin od zacatku proliferace T-lymfocytid. Kromé téchto bunck se
znak vyskytuje i na aktivovanych B-lymfocytech a aktivovanych makrofazich. Jeho
exprese byla zaznamenana i1 na ¢asti NK bunék a na vlasatych bunkach. Stejné jako
molekula CD3 se podili na transdukci signdlu a spolecné s podjednotkami f3 a vy, se
kterymi je spojeny nekovalentni vazbou, tvofi vysokoafinitni receptor pro interleukin 2

(IL2R). Navic zajistuje odpoveéd’ na snizeni hladiny IL-2 (3; 14; 33; 35).

7.3 CD 45 (LCA — leukocyte common antigen, t200, b220, Ly5, PTPRC)

Heterogenni molekula CD45 se v rizném stupni exprimuje na subpopulacich
leukocytii. Mira exprese umoziiuje rozeznat normalni a maligni buniky. Je zndmo mnoho
izoforem CD45. Patfi do skupiny transmembranovych glykoproteinti a hraje vyznamnou
roli v oblasti regulace signalu T- i B-lymfocyti. Kromé toho se podili také na regulaci

bunééného ristu a bunééné diferenciace, ¢ast molekuly nachézejici se v cytoplazmé
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vykazuje fosfatdzovou aktivitu. Je spojena s receprorem T-lymfocyti TCR a dalsimi CD
molekulami — CD2, CD4 a CDE26 (2; 3 ;28; 33; 36).

7.4 CD69 (AIM, EA 1, MLR3, gp34/28, VEA, CLEC2C, BL-AP26)

Na bunkéach se z tzv. aktiva¢nich markerti objevuje znak CD69 nejdiive, exprese
tohoto membranového receptoru zpravidla roste do 4. -12. hodiny po zacatku proliferace.
Jde tedy o marker casné aktivace vazici GTP protein. Tento glykoprotein slouzi jako
lektinovy receptor, objevuje se na aktivovanych T- i B-lymfocytech, makrofazich, NK
bunikdch. Za normalnich podminek ho lze v malé mife detekovat v periferni krvi a
lymfoidni tkani, kde se vyskytuje na malé skupiné T-lymfocytti a na monocytech. Exprese
molekuly CD69 se zvySuje u pacientll srakovinou jater, pficemz hladina odpovida
velikosti tumoru a vyskytu metastazi. Kromé proliferace také hraje roli béhem agregace
trombocytd (2; 14; 33; 37- 39).
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PRAKTICKA CAST

8 METODIKA A VYZKUMNE OTAZKY

V praktické casti jsou popsany kroky vedouci k ziskani jednotlivych typ bunék a
poté postup celé metody pouzité k analyze funkce lymfocyti. Nasleduji vysledky a jejich

statistické vyhodnoceni a na zavér diskuze.

Cilem mé prace je vyzkum vlivu mezenchymovych kmenovych bunék a tkanovych
fibroblasti na proliferaci lymfocytt. Prikaz proliferace je uskutecnén analyzou
povrchovych znakt (aktiva¢nich markeri) CD25 a CD69 na prutokovém cytometru po
testu blastické transformace.

V souvislosti s cilem prace jsou poloZeny nasledujici vyzkumné otazky:

1) Maji mezenchymalni kmenové buriky vliv na proliferaci T-lymfocyta?
2) Maji tkanové fibroblasty vliv na proliferaci T-lymfocyta?
3) Je rozdil mezi schopnosti proliferace T-lymfocytd kultivovanych

v pritomnosti MSC ¢i fibroblastii a samostatné vyznamny?
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9 POSTUP ZISKAVANI BUNEK PRO KULTIVACI

Oba typy bunék byly pfipravovany na Hematologicko-onkologickém odd¢leni
(HOO) ve FN Plzeii.

9.1 Postup ziskavani MSC

Tento projekt probihal v ramci in vitro testovani mesenechymalnich kmenovych
bun¢k (MSC), které je soucasti klinick¢ého hodnoceni probihajiciho na Hematologicko-
onkologickém odd¢leni v Plzni. V této studii byly pouzity rozmrazené a rekultivované
MSC ziskané v Laboratofi bund¢né terapie na HOO. Pracovisté UIA, kde bylo testovani
jejich vlivu na proliferaci lymfocytli provadéno, jiz dostalo suspenzi MSC pfipravenou
Kk testovani. Buiiky byly pratokovym cytometrem opakované analyzovany na pozitivitu
povrchovych znakd CD. Z hlediska fenotypu bunky nevykazovaly znaky CD45, CD34,
CD14, CD19 a HLA-DR. Naopak byla prokazéna exprese znaki CD13, CD73, CD90,
CD105, CD271 (40).

9.2 Postup ziskavani fibroblastu

Tkéanové fibrolasty byly ziskdny v ramci projektu hodnotici tuto bunéénou linii na
Ustavu biologie LF UK Plzefi. Buiiky pouzité pro méfeni byly dodany tistavem biologie ve
formé suspenze, které se po nafedéni na pozadovanou bunécnost (1x106 b.b./ml) pouzila

pro stanoveni.
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10 PROVEDENI TESTU

Vzhledem ktomu, ze pozadovanym vysledkem je zhodnoceni vlivu MSC a
fibroblastii na proces aktivace lymfocytl, tedy to, zda MSC a fibroblasty n&jakym
zpusobem do tohoto déje zasahuji, byly vzorky nejdifive zpracovany pomoci metody
blastické transformace zalozené na stimulaci bunék mitogenem phytohemaglutininem.

K pritkazu povrchovych markert byl pouzit prutokovy cytometr.

10.1 Metoda blastické transformace

Z kazdého vzorku byl odebran definovany objem krve pro kultivaci bun¢k bez
MSC ¢&i fibroblastl, kterd slouzila jako kontrolni vzorek; dale pro kultivaci bunék

v ptitomnosti MSC a v poslednim piipadé¢ pro kultivaci bunék s fibroblasty.

Pro kazdy vzorek ve vSech skupinach (kontrolni vzorky, vzorky s MSC, vzorky
s fibroblasty) byly pfipraveny dvé tkanové zkumavky oznacené Cislici 0 (kontrola bez
mitogenu) a pismenem A (vzorek aktivovany mitogenem). Do obou zkumavek bylo
postupné pfidavano kultivaéni médium a definovany objem plné krve (samotné, s MSC ¢i
s fibroblasty), jez obsahovala antikoagulac¢ni c¢inidlo. Zkumavka A navic obsahovala
mitogen PHA, ktery byl vybran pro podporu proliferace lymfocyti. Roztok PHA byl
nafedén na pozadovanou koncentraci 0,04 mg/ml. VeSkeré Cinnosti byly provadény
Vv laminarnim boxu, aby bylo zabranéno kontaminaci vzorku. Takto ziskany material byl
inkubovan v CO; termostatu po dobu 72 hodin pfi teploté¢ 37°C a 5% CO,. Pfesny postup

ptipravy vzorki je uvedeny v protokolu v piiloze 1.

10.2 Priikaz exprese povrchovych znaki priitokovou cytometrii

Po kultivaci v termostatu bylo provedeno znafeni vSech vzorkth pomoci
monoklondlnich protilatek. MAb byly vybirany v zavislosti na prokazovanych
povrchovych antigenech. Prvni MADb byla anti-CD3 s navazanym Phykoerytrinem
Cyaninem 7 (PC7). Dale je do smési piidavana MAb proti CD25 obarvena fluoresceinem
(FITC), CD45 s phykoerytrin-texaska ¢ervenn (ECD) a CD69 oznafena phykoerytrinem
(PE). Po tficetiminutové inkubaci byly buiiky po dobu 10 minut vystaveny pusobeni
lyzaéniho roztoku piedem zahfatého na pokojovou teplotu. Vysledkem byla lyza
erytrocytll neboli rozklad cervenych krvinek, ktery umoznil v dalSich krocich odstranit
nepotiebné casti smési. Dalsi desetiminutova inkubace nasledovala po ptidani fosfatového

pufru PBS. Pfidani PSB usnadnuje dokonceni procesu lysace erytrocyti. Poté byl vzorek
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centrifugovan a odstranén supernatant. Zbyla populace bun¢k byla opétovné doplnéna PBS
pufrem. Nasledovalo méfeni stupné proliferace prutokovym cytometrem. Piesny postup

ptipravy vzorkd je uvedeny v protokolu v piiloze 1.

Prvnim krokem pfii analyze exprese povrchovych znakili bylo nastaveni kanali pro

jednotlivé antigeny (tabulka 1).

Tabulka 1 Nastaveni kandlii pro jednotlivé CD znaky

typ
Znak fluorochromu kanal
CD25 FITC 1
CD69 PE 2
CD45 ECD 3
CD3 PC7 4

Po zméteni vysledkd byla vybrana populace lymfocytd vykazujicich znak CD45.
Z této skupiny bunek byly vyhledany buiky s koexpresi CD3 a CD 25 (T-lymfocyty
Vv pozdni fazi proliferace) a CD3 a CD69 (T-lymfocyty v ¢asné fazi proliferace). Postup

znazoriuji obrazky 1 — 3.

Obrazek 1 Populace lymfocytii vybrand na zakladé jejich exprese znaku CD45 a kolmého rozptylu

[Ungated] CD45/ECD / SS
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Obrazek 2 Buiiky exprimujici povrchové znaky CD3 A CD69 (marker casné aktivace.). Populace bunék pozitivni pro oba
markery se nachdzi v pravém hornim kvadrantu, v ostatnich castech jsou bunky vykazujici bud’ jeden, nebo zadny marker.

[B_Ly] CD3/PC7 / CD69/PE
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20

CD69/PE

-10 0 10 102 103

CD3/PC7

Obrazek 3 Burnky exprimujici znak CD3 a CD 25 (marker pozdni aktivace). Bunky vykazujici oba znaky se nachadzi v
pravém hornim kvadrantu, ostatnich castech jsou buriky vykazujici bud’ jeden, nebo zZadny marker.

[B_Ly] CD3/PC7 / CD25/FITC
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11 VYSLEDKY

Mgéfeni probihalo na 15 pacientech. Po provedeni testu blastické transformace byly

vzorky analyzovany pomoci prutokového cytometru, ktery stanovil expresi jednotlivych,
nami definovanych, povrchovych znakt (CD45 a CD3/CD25 a CD3/CD69) a CD3.

Celkem bylo tedy provedeno méfeni na 45 vzorcich. Zméfené hodnoty jsou uvedeny

Vv tabulkéch 2 - 4, hodnoty odpovidaji procentualnimu zastoupeni jednotlivych populaci.

Tabulka 2 Buiiky kultivované bez MSC ¢i fibroblastii

Kontrolni vzorek bez MSC nebo fibroblastu

cD3’
Vzorek €. | Aktivace | CD3* CD25" | CD69*
1 PHA 53,2 26,6
2 PHA 38,2 42,7
3 PHA 19,1 11
4 PHA 55,3 28,6
5 PHA 31,2 12,5
6 PHA 41,2 22,3
7 PHA 36,2 28,2
8 PHA 32,1 15,8
9 PHA 33,6 12,4
10 PHA 18,5 4,3
11 PHA 45,2 26,3
12 PHA 36,8 18,7
13 PHA 44,6 21,3
14 PHA 47,8 21,7
15 PHA 38,6 22,8

MSC — mesenchymalni kmenové bunky;, PHA — phytohemaglutinin; jednotlivé vysledky

jsou uvedeny v procentech
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Tabulka 3 Buiiky kultivované v pritomnosti MSC

Vzorek s mezenchymalnimi bunikami
cD3’
Vzorek €. | Aktivace | CD3* CD25" [ CD69*
1 PHA 12,1 4,0
2 PHA 6,8 10,5
3 PHA 7,5 6,1
4 PHA 25,4 9,8
5 PHA 4,4 4,0
6 PHA 18,4 12,3
7 PHA 20,5 5,6
8 PHA 21,3 14,3
9 PHA 19,6 5,4
10 PHA 10,5 4,0
11 PHA 12,5 7,6
12 PHA 18,5 10,4
13 PHA 19,3 10,3
14 PHA 22,5 16,5
15 PHA 10,8 9,6

MSC — mesenchymdlni kmenové bunky;, PHA — phytohemaglutinin, jednotlivé vysledky
jsou uvedeny v procentech

Tabulka 4 Kultivace bunék s fibroblasty

Vzorek s tkanovymi fibroblasty

Vzorek &. | Aktivace | CD3* CD25" | CD3* CD69"*
1 PHA 15,4 12,1
2 PHA 20,1 11,5
3 PHA 8,5 7,2
4 PHA 24,3 12,3
5 PHA 10,8 12,0
6 PHA 21,2 12,5
7 PHA 18,5 10,2
8 PHA 20,5 13,2
9 PHA 28,5 10,8
10 PHA 12,6 5,0
11 PHA 15,5 21,0
12 PHA 25,6 14,4
13 PHA 24,6 18,4
14 PHA 26,4 16,4
15 PHA 30,1 12,8

PHA — phytohemaglutinin, jednotlivé vysledky jsou uvedeny v procentech
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Z kazdého souboru zaznamenaného procentualniho zastoupeni bun¢k v proliferacni
fazi byla ur€ena minimalni a maximalni hodnota proliferace, kterou bunky vykazovaly,
dale byla z kazdé skupiny vzorkli pozitivnich pro znaky CD25 a CD69 vypocitana
prumérna hodnota a median proliferace (tabulka 5 - 6). Soubor vysledki byl posléze
zpracovan ve statistickém programu R project. V ramci tohoto programu byla
Wilcoxonovym neparametrickym testem urCena statistickd vyznamnost rozdilu mezi

hodnotami mediant jednotlivych soubora vzorkd.

Tabulka 5 Buriky pozitivai pro znaky CD3 a CD69

Kontrolni Vzorek s Vzorek s
CD3+ CD69+ vzorek MSC fibroblasty
Pocet
méreni 15 15 15
Primér 21,0 8,7 12,7
Minimum 4,3 4,0 5,0
Maximum 42,7 16,5 21,0
Median 21,7 9,6 12,3
jednotlivé vysledky jsou uvedeny v procentech
Tabulka 6 Buiiky pozitivai pro znak CD3 a CD25
Kontrolni Vzorek s Vzorek s
CD3+ CD25+ vzorek MSC fibroblasty
Pocet
méreni 15 15 15
Pramér 38,1 15,3 20,2
Minimum 18,5 4,4 8,5
Maximum 55,3 25,4 30,1
Median 38,2 18,4 20,5

Jjednotlivé vysledky jsou uvedeny v procentech

Jako prvni byla sledovdna exprese povrchové molekuly CD69, kterd slouzi jako
marker Casné aktivace lymfocyt (tabulka 4). Marker byl prokazovan v koexpresi
s markerem CD3 (¢ili v kulturach T-lymfocyti). V kultuie bun¢k kontrolnich vzorkd bylo
pozorovano 21,7% (median) bunék, které vykazovaly znaky proliferace. Na druhé strané se
Vv kulturach lymfocytt kultivovanych v ptitomnosti MSC nachéazelo pouze 9,6% (median)
téchto buné€k. Rozdil tedy ¢inil 12,1 % (p<0,01). | ve vzorku s fibroblasty jsme
zaznamenali vyznamné snizeni hodnoty proliferace (12,3%, median) vuc¢i hodnotam

kontrolniho vzorku. V tomto ptipadé doslo tedy ke snizeni poctu stimulovanych lymfocyt
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0 9,4% (p<0,01). Rozdil mezi potlatenim stimulace MSC a fibroblasty je 2,7%
(p = 0,0095).

V druhém ptipadé byly porovnavany hodnoty mediand bunék pozitivnich pro
znaky CD3 a CD25, tedy mediany jednotlivych kultur T-lymfocytd v pozdni fazi
proliferace (tabulka 5). V kontrolnich vzorcich tvofily aktivované buiiky pocetnou skupinu.
Jejich zastoupeni bylo 38,2% (median). Oproti tomu bylo ve skupiné s pfidanymi MSC
18,4% (median) bun¢k s pozitivnim aktivaénim markerem CD25. Z téchto vysledku je tedy
patrné, ze rozdil hodnot proliferace ¢inil 19,8% (p <0,01). Téme&f stejné vyznamny byl i
rozdil mezi skupinou kontrolnich testd (38,2%, medidn) vc¢i souboru vzorki
kultivovanych v pfitomnosti fibroblasti (20,5%, median). Zde rozdil hodnot ¢inil 17,7%
(p <0,01). Naopak téméf bezvyznamné se jevilo porovnavani hodnot proliferace u vzorku
s pfidanymi MSC nebo fibroblasty. Vzorky sMSC sice vykazovaly nizs§i pocet
aktivovanych bun¢k (rozdil = 2,1%, p>0,01), nicméné byl tento rozdil prokazan jako

nevyznamny.

Blize jsou hodnoty proliferace zobrazeny v grafech 1 a 2. Grafy byly zhotoveny ve

stejném programu R project, ve kterém byl proveden Wilcoxiv test.
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Graf 1 Procentudlni zastoupeni aktivovanych T-lymfocytii exprimujicich CD69. Graf zndzoriuje velky viiv MSC a
fibroblastit na schopnost proliferace T-lymfocytii. Kontrolni vzorek bez MSC a fibroblastii uddava proliferaci 21,7%, ve
vzorcich s pridanymi MSC ¢i fibroblasty doslo k citelnému sniZeni proliferace na 9,6%, resp. 12,3%. Rozdil hodnot prvni
a druhé skupiny (tzn. u kontrolniho vzorku a vzorku s MSC) je 12,1% a 9,4% (v obou pripadech je p <0,01), rozdil mezi
hodnotami u druhé a treti skupiny je 2,7% (p = 0,0095).

Skupina A predstavuje buriky aktivované mitogenem bez MSC ¢i fibroblastii, oznaceni A_MSC, resp. A_FIB nese skupina
bunek s pridanymi MSC ci fibroblasty.

% —
o i
= i
o i
o« 1
[s]
o |
(]
[s]
o | i : i
i i o
I l l
A A_MSC A_FIB

44



Graf 2 Procentudlni zastoupeni aktivovanych T-lymfocytii exprimujicich CD25. Graf(stejné jako v prvaim pripadé)
znazornuje uplatneni MSC a fibroblastii pri procesu aktivace T-lymfocytii. Kontrolni vzorek bez MSC a fibroblastii udava
proliferaci 38,2%, ve vzorcich s pridanymi MSC ¢i fibroblasty se sniZila proliferace na 18,4% (MSC) a 20,5%
(fibroblasty). Rozdil hodnot prvni a druhé skupiny (tzn. u kontrolniho vzorku a vzorku s MSC) je tedy 19,8% , prip. 9,4%
(v obou pripadech je p < 0,01), rozdil mezi hodnotami u druhé a treti skupiny je 2,7% (p = 0,0095).

Skupina A predstavuje buriky aktivované mitogenem bez MSC ¢i fibroblastii, oznaceni A_MSC, resp. A_FIB nese skupina
bunek s pridanymi MSC ci fibroblasty.
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12 DISKUZE

Mezenchymalni kmenové buiiky, poprvé popsany na konci 60. let minulého stoleti,
jsou charakteristické svou velkou schopnosti diferenciace v rtizné typy bun€k odlisnych
tkani. Nekolikrat byly také zkoumany a dokazany jejich imunomodula¢ni vlastnosti - védci
se VvV minulych letech zabyvali hlavné jejich schopnosti ovlivnit pfehnané reakce ¢i
nezadouci procesy odehravajici se v téle jako soucéast imunitniho systému. Autofi se ve
svych pracich Casto zamétuji na predpoklad, ze tyto buiiky produkuji specifické latky,
které inhibuji proliferaci T-lymfocytt a snizuji jejich schopnost vykonavat svou pfirozenou
funkci. Pro zhodnoceni aktivity bun€k vyuZivaji analyzu bunék nachazejicich se v riznych
stadiech bunéénych cykli nebo pritkkaz aktivaénich markerd, oba testy pracuji na stejném
principu. K ziskani vysledkii je vyuzivan pratokovy cytometr, jez informuje o velikosti
jednotlivych lymfocytarnich populaci a procentualnim zastoupeni aktivnich buné¢k (7 - 9).
Napt. Vlas a spol. se ve svém c¢lanku zabyvaji stanovenim procenta aktivovanych
lymfocytd po kultivaci s mitogenem a MSC. K vyhodnoceni aktivity byla vyuzivana
analyza fazi bunééného cyklu. Ackoliv nelze pfimo porovnavat vysledky autorti s nasimi,
je vobou piipadech patrné, ze doslo k vyraznému sniZeni prolifera¢ni aktivity, ptiC¢emz
rozdily mezi kulturami bunék aktivovanych mitogenem a vzorku obsahujicich MSC (v
nasem piipad¢ i fibroblasty) byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné (40).

Zpusobem, jakym MSC ovliviiuji vyskyt povrchovych aktiva¢nich znakt (markeri) ve své
praci hodnoti Li a spol. Autofi posuzovali efekt mezenchymalnich kmenovych bunék na
proces aktivace T-lymfocytt, resp. vyskyt povrchovych struktur CD69 a CD25, typickych
pro ¢asnou a pozdni fazi proliferace, a proteinu LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3).
Priitokovou cytometrii bylo dokazano, Ze exprese povrchovych molekul se po kultivaci
s MSC podstatné snizila jak v piipadé markeru CD69, tak CD25. Autofi udavaji, ze po
pétidenni kultivaci bunék s MSC se zastoupeni bunék snizilo z 23,5% na 12,9%. Tyto
vysledky odpovidaji vysledkim namétfenych nami po tfech dnech kultivace (v nasem
vzorku doslo ke snizeni hodnot z 21,7% na 9,7% - mediany). Hodnoty pro CD25 autofi

neuvadéji (10).

Jesté pred objevenim MSC byly charakterizovany vlastnosti fibroblastli, z nichz
nékteré¢ jsou sdileny s MSC. Fibroblasty se stejné jako MSC vyskytuji v celém téle,
diferencuji se v buniky pojivové tkané a jelikoz produkuji stejné inhibicni latky jako MSC,

maji také potencial regulovat imunitni reakce, a tim tlumit aktivitu mitogeneticky a
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alogeneticky stimulovanych T-lymfocyti (41). Schopnost zastaveni proliferace se odrazi i
v nami ziskanych vysledcich, kdy aktivita bun¢k kultivovanych s fibroblasty klesla oproti
aktivité kultufe bun¢k bez fibroblasti 0 9,4%, pokud jde o znak CD69, a 0 17,7% v ptipadé
znaku CD25.

Diky zaznamenanym vysledkiim 1ze odpovédét na diive polozené vyzkumné
otazky:
1) Maji mezenchymalni kmenové buiiky vliv na proliferaci T-lymfocyti?
Odpoveéd: Ano, buniky vyluCovanymi produkty vyrazné snizuji proliferaci T-lymfocytt

a zastavuji jejich aktivaci.

2) Maji tkanové fibroblasty vliv na proliferaci T-lymfocytu?
Odpovéd: Ano, stejn¢ jako je tomu v pripadé MSC, i fibroblasty reguluji prib¢h

proliferace T-lymfocytu.

3) Je rozdil mezi schopnosti proliferace T-lymfocyti kultivovanych v pfitomnosti
MSC ¢i fibroblastl a samostatné vyznamny?

Odpovéd: Ne. Wilcoxonovym neparametrickym testem bylo zjist€éno, ze MSC 1

fibroblasty maji téméf stejnou schopnost tlumit aktivitu T-lymfocyti a rozdil v jejich

pouziti neni vyznamny.
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ZAVER

Ackoliv by se na prvni pohled mohlo zdat, Ze mezenchymové kmenové burky a
fibroblasty nemaji mnoho spolecného, opak je pravdou. Dokonce se néktefi autoti zabyvaji
myslenkou, ze jde o stejny typ bun¢k. Tento fakt by ov§em neménil nic na tom, ze se jedna
o buiiky se specifickymi vlastnostmi, které mohou za urcitych podminek zménit raz
imunitni reakce. Z tohoto divodu se na né s nad¢ji Upina zrak mnoha védcti, potazmo
pacient trpicich autoimunitni chorobou. Neztlistava vSak jen u tohoto druhu onemocnéni,
Vv posledni dobé se zkouma také moznost jejich kombinace s nanotechnologiemi, ktera by

umoznila lepsi hojeni po rtiznych zékrocich.
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PRILOHY

Pi#iloha 1 Protokol

Téma: Prikaz aktivaénich markeru

Princip: Metoda slouzi k navozeni prolifera¢niho procesu v kulturach lymfocyti, které jsou
spole¢né s mezenchymovymi kmenovymi buikami (MSC) a fibroblasty kultivovany
Vv pfitomnosti rostlinného lektinu (mitogenu) phytohemaglutininu (PHA). Zmény, které
bunika prodélava, se odrazeji v pfitomnosti znakt, které buitka exprimuje na povrchu své
membrany. Pfitomnost téchto struktur zaznamendva pritokovy cytometr pomoci
monoklonélnich protilatek oznacenych fluorescenénimi barvivy, jez se vdzou na piislusné

antigenni struktury.

a) Metoda blastické transformace
Reagencie: kultivaéni médium X-vivo, zasobni roztok PHA
Biologicky materidl: vzorky bunécnych kultur, vzorky bunéénych kultur s pfidanymi
MSC, vzorky buné¢nych kultur s pfidanymi fibroblasty
Postup:
Kroky 1 — 4 provadime kvili pozadavkim na sterilitu v laminarnim boxu.
1) Pro kazdy vzorek si pripravime Sest zkumavek, dvé zkumavky pro vzorky bez
MSC ¢i fibroblastt, dvé z nich pro vzorky s MSC a dvé pro vzorky s fibroblasty.
2) Kazdou dvojici tkanovych zkumavek si ozna¢ime Cislici 0 a pismenem A, dale je
popiSeme ptisluSnym cislem vzorku.
3) Do zkumavky 0, ktera slouzi jako negativni kontrola, napipetujeme 1900ul
kultivaéniho média a 100 pl vzorku.
4) Do zkumavky A napipetujeme 700 upl kultivaéniho média X-vivo, dale 500 pl
nafedéného roztoku PHA o koncentraci 0,04 mg/ml. Pfidame 100 pl vzorku.

5) Vsechny vzorky kultivujeme 72 hodin v CO, termostatu pii teploté 37°C a 5% CO,,

b) Analyza na pritokovém cytometru

Reagencie: monoklonalni protilatky oznacené fluorochromy (PC7 anti-human
CD3, Monoclonal Antibody to CD25 Fluorescein (FITC)
conjugated, CD45-ECD, Monoclonal Antibody to CD69
Phycoerytrin (PE) conjugated), lyza¢ni roztok OptiLyseC, PBS pufr



Biologicky materidl: vzorky bunécnych kultur, vzorky bunéénych kultur s pfidanymi

Postup:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

MSC, vzorky bunéénych kultur s ptidanymi fibroblasty — vSechny po
tfidenni kultivaci s PHA

Po tiidenni kultivaci vyjmeme vSechny vzorky ztermostatu. Z kazdého
odebereme 50 pl a napipetujeme je do oznacenych cytometrickych zkumavek.
Poté do kazdé zkumavky piidame 6 pl protilatky s navazanou fluorescencni
latkou.

Vzorky kratce zvortexujeme a poté inkubujeme po dobu 30 minut pfi pokojové
teploté (18-25°C).

Nasledné pridame davku lyzac¢niho roztoku (0,4 ml), znovu promichame a
nechame 10 min inkubovat, aby mohlo dojit k upIné lyzaci erytrocyta.

Ke kazdému vzorku pfiddme 0,4 ml PBS a centrifugujeme 3 minuty. Pocet
otacek nastavime na 1800 otacek/min.

Po provedeni centrifugace slejeme supernatant, znovu piidame davku PBS a
méfime na prutokovém cytometru.

V softwaru si nastavime kanaly pro jednotliva fluorescen¢ni barviva. Na kandle
Cislo jedna je zaznamenavano svétlo emitované z fluorochromu FITC (pro
antigen CD25), kandl ¢islo dva odpovida barvivu PE (CD69), na kanale ¢islo tfi
je méfeno svétlo z ECD (CDA45) a kanal cislo ¢tyfi méti PC7 (CD3).

Kazdy vzorek zméfime pritokovym cytometrem a vyhodnotime vysledky.



