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Zapis z jednani vyboru

Ceské imunologické spoleénosti, z. s., 7. 12. 2017

Prezencni listina je soucasti tohoto zapisu.

1. Prof. B. Rihova pfivitala pfitomné a informovala o tom, Ze prof. I. Hana 29. listopadu 2017 zemfel. Sdé-
lila, Ze jménem spolec¢nosti byl rodiné zaslan kondolenéni dopis. Rovnéz oznamila, ze za CIS, z. s., byla
na pohreb poslana kytice.

2. Prof. B. Rihovéa informovala o rozhodnuti odbornych komisi o udélenf Cen CIS, z. s., za &lanky publiko-
vané v r. 2016.
e Cena Jaroslava Sterzla:
1. cena
® Ondrej Ballek, Jan Vale¢ka, Martina Dobesova, Adéla Brouckové, Jasper Manning, Pavel Rehulka, Jiff
Stulik, Dominik Filipp ,TCR Triggering Induces the Formation of Lck-RACK1-Actinin-1 Multiprotein
Network Affecting Lck Redistribution®, Frontiers in Immunology. 2016, 7: 1-16
2. cena
e Stepan Coufal, Alena Kokesova, Helena Tlaskalova-Hogenova, Jiri Snajdauf, Michal Rygl, Miloslav Kver-
ka ,Urinary Intestinal Fatty Acid-Binding Protein Can Distinguish Necrotizing Enterocolitis from Sepsis
in Early Stage of the Disease®, Journal of Immunology Research. 2016, Article ID 5727312: 1-8
Finan¢ni odmény poskytl nadacni fond Homunkulus.

e Cena Milana Pospisila a Maria Campy:

1. cena byla udélena za dva clanky:

e Jitka Fucikova, Iva Truxova, Michal Hensler, Etienne Becht, Lenka Kasikova, Irena Moserova, Sarka
Vosahlikova, Jana Klouckova, Sarah E. Church, Isabelle Cremer, Oliver Kepp, Guido Kroemer, Loren-
zo Galluzzi, Cyril Salek, Radek Spisek ,Calreticulin exposure by malignant blasts correlates with ro-
bust anticancer immunity and improved clinical outcome in AML patients®, Blood. 2016, 128(26):
3113-3124;

e Jitka Fucikova, Etienne Becht, Kristina Iribarren, Jeremy Goc, Romain Remark, Diane Damotte, Marco
Alifano, Priyanka Devi, Jerome Biton, Claire Germain, Audrey Lupo, Wolf Herve Fridman, Marie-Caroli-
ne Dieu-Nosjean, Guido Kroemer, Catherine Sautes-Fridman, Isabelle Cremer ,Calreticulin Expression
in Human Non-Small Cell Lung Cancers Correlates with Increased Accumulation of Antitumor Immune
Cells and Favorable Prognosis“, Cancer Research. 2016, 76(7): 1746-1756;

2. cena

e Barbora Tomalova, Milada Sirova, Pavel Rossmann, Robert Pola, Jiri Strohalm, Petr Chytil, Viktor Cer-
ny, Jakub Tomala, Martina Kabesova, Blanka Rihova, Karel Ulbrich, Tomas Etrych, Marek Kovar ,The
structure-dependent toxicity, pharmacokinetics and anti-tumour activity of HPMA copolymer conju-
gates in the treatment of solid tumours and leukaemia®, Journal of Controlled Release. 2016, 223:
1-10.

Finan¢ni odmény poskytl Fondazione Arpa, Pisa, Italie.

3. Prof. Rihova ptftomné seznamila s odpolednim programem Valného shromazdéni CIS, z. s., které se dle
stanov koné pravidelné kazdy rok:

zahéajeni Valného shromazdént,

predani Cen CIS;

vystoupeni péveckého krouzku Vétrnik ze ZS v Kunraticich;

pravidelny &tvrteéni seminaf CIS (doc. Slavéev, IKEM);

poté bude v souladu se stanovami a jednacim radem Valné shromazdéni spolecnosti pokracovat;
zpravu o hospodatenti a &innosti CIS, z. s., za minulé obdobf preéte dr. M. Kverka.



4. Dr. Kverka, hospodéar spolecnosti uvedl, ze nékteri ¢lenové dosud nezaplatili ¢lenské prispévky a dopo-
rucil jim odeslat e-mail s zadosti, aby si ovérili ¢islo Gctu, na které se prispévky od ¢ervna 2016 posilaji
(¢. 4. 2901016930/2010).

Déle vybor informoval o konferenci ,Food, Microbiota and Immunity®, které se za¢atkem cervna konala
v Tresti; byla finanéné podporena EFIS (European Federation of Immunological Societies) a nadaci Ho-
munkulus.

5. Den imunologie 2018 - navrzeny termin 26. 4. 2018 byl schvalen. S hlavni odpoledni prednaskou vy-
stoupi RNDr. M. Schwarzer, Ph.D., osloveny na zakladé Gspésné publikace v ¢asopise Science. Dopole-
dne vystoupf &erstvi nositelé cen CIS, z. s.

Dr. Hrdy, t. €. na stazi v USA, se elektronicky dotazal na moznost zarazeni prednasky doc. Z. Hela, pdso-
biciho v USA. K tomuto bodu probéhla diskuze se zavérem prednasku nezarazovat a nabidnout termin
v programu pravidelnych seminard CIS.

6. Predsedkyni spole&nosti, prof. B. Rihovou, oslovil Mgr. Toma$ Raboch z agentury Guarant International,
s. 1. 0., s dotazem, zda by se v r. 2024 mohl kongres ECl usporadat v CR. Byl pozvan na jednani vyboru,
ale pro nenadalou zménu v pracovnim programu se z tohoto jednani omluvil. Nicméné diskuze k dota-
zu probéhla s nésledujicim zavérem: Mgr. Tomés Raboch posle vyboru CIS konkrétni plan, o kterém se
bude diskutovat na dal$im jednani vyboru, které se uskutecni pri prilezitosti Dne imunologie 26. dubna
2018.

7. EFIS (European Federation of Immunological Societies) vyzvala dopisem ze 17. listopadu 2018 ¢&lenské
imunologické spolecnosti k zaslani stanoviska tykajiciho se Gi¢asti na ECI (European Congress of Immu-
nology) v Istanbulu v roce 2021, a to do 15. prosince 2017.

Tato vyzva vzesla ze stanovisek nékolika imunologickych spolecnosti, které z bezpecnostnich divoda
Ucast na kongresu odmitly. Dopis EFIS i vyjadreni Turecké imunologické spole¢nosti jsou prilohou toho-
to zapisu.

O vyzve se diskutovalo a poté hlasovalo. Pro konani kongresu v Turecku v roce 2021 nebyl nikdo z pri-
tomnych &lend vyboru CIS. Nikdo se hlasovani nezdrzel. Tento vysledek byl EFIS oznamen.

8. Seminate na |. pololeti 2018 jsou pfipraveny, prof. B. Rihovéa predetla prehled.
Dulezita je navstévnost seminard, ktera vsak bohuzel neni prilis velka. Opét se diskutovalo o moznosti
vratit seminare do zasedaci mistnosti imunologie (28 mist) v budové C Mikrobiologického Gstavu. Nako-

nec byl potvrzen zaver, ktery byl vysledkem ankety v roce 2016, Ze distojné€jsim a vhodnéjsim mistem
pro konanif seminart zastava kinosal FGU AV CR, v. v. i.

Diskutovala se také propagace seminar:
® upoutévku umistovat na obrazovku u vchodu do budovy A;
e moznost k pozvance prikladat abstrakt prednasky.
Dr. L. Vannucci navrhl, ze s ohledem na zahrani¢ni studenty a pracovniky by seminare mohly byt v an-
glictiné. U prednasek v anglictiné se predpokladé vétsi Gcast. O tom, v jakém jazyce prednéska bude, si
rozhodne prednésejici. Preferovany budou prednésky v anglictineé. Nazev prednasky v kone¢ném sezna-
mu bude uveden v jazyce, ve kterém bude prednaska prezentovana.
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Zapis z Valného shromazdéni

Ceské imunologické spoleénosti, z. s., 7. 12. 2017

Prezencni listina je soucasti tohoto zapisu.

1. Valné shromazdéni zahajila predsedkyné spole¢nosti prof. B. Rihové. Konstatovala, Ze neni p¥tom-
na nadpoloviéni vétsina ¢lend Ceské imunologické spole¢nosti, a proto bylo dle Stanov pokradovani
shromazdéni odlozeno o jednu hodinu. Po uplynuti jedné hodiny dalsi jednani Valného shromazdéni
pokracovalo.

2. MUDr. Kverka, hospodar¥ spoleénosti, ptednesl Zpravu o hospodatent a &innosti CIS, z. s., za rok 2017.

2.1. Hospodareni spolec¢nosti - viz priloha.

2.2. Spole¢nost poskytla zastitu 19. roéniku ,Colours of Sepsis* (7.~10. Gnora 2017, Clarion Congress
Hotel Ostrava) a 5. mezinarodni konferenci Cancer Immunotherapy and Immunomonitoring (Cl-
TIM), 24.-27. dubna 2017, Praha.

2.3. Svétovy Den imunologie 2017 se konal misto v tradicnim terminu v patek 29. 4. ve ctvrtek 4. 5.
2017. Hlavni prednasku méla prof. Zdenka Ulcova-Gallova.

2.4. 18.-21.10. 2017 se ve Vysokych Tatrach, Hotel Bellevue, Smokovec, Slovensko konal XXXIV. Sjezd
ceskych a slovenskych alergologd a klinickych imunologt a XV. Kongres ceskych a slovenskych
imunologd.

2.5. Byl organizovéan VII. Workshop o vztahu mezi strukturou a biologickymi vlastnostmi polymernich
léciv (23.-24.11. 2017, Jachymov).

2.6. Byly poradéany pravidelné odborné seminare na regionalni bazi pro klinické a teoretické pracovniky.

2.7. Probéhl kurz ,Bunécné a molekularni zaklady imunologie® prof. Tlaskalové-Hogenové, prof. Holané
a dr. Bileje. Pod stejnym nazvem byla vydana nové skripta.

2.8. Uskutecnila se Jarnf kola ESID (10.-14. 5. 2017) prof. Sedivé.

2.9. Byl zorganizovén Il. Workshop o regula¢nich burnkéch dr. Hrdého (22.-23. 6. 2017)

2.10. Mezinérodni konferenci ,Food, Microbiota and Immunity®, ktera se konala v Tresti 7.-10. 6. 2017,
poradala prof. Tlaskalova-Hogenova.

2.11. Vroce 2017 vydala CIS dvé dvojéisla (1-2 a 3-4) Imunologického zpravodaje. Po&inaje rokem 2018
bude Imunologicky zpravodaj posilan na mailovou adresu ¢lencim CIS ve formé piilohy.

2.12. Byly udéleny Ceny CIS, z. s.

e Cena Jaroslava Sterzla:

1. cena

¢ Ondrej Ballek, Jan Vale¢ka, Martina Dobesova, Adéla Brouckové, Jasper Manning, Pavel Rehulka, Jiff
Stulik, Dominik Filipp ,TCR Triggering Induces the Formation of Lck-RACK1-Actinin-1 Multiprotein
Network Affecting Lck Redistribution®, Frontiers in Immunology. 2016, 7: 1-16

2. cena

e Stepan Coufal, Alena Kokesova, Helena Tlaskalova-Hogenova, Jiri Snajdauf, Michal Rygl, Miloslav Kver-
ka ,Urinary Intestinal Fatty Acid-Binding Protein Can Distinguish Necrotizing Enterocolitis from Sepsis
in Early Stage of the Disease®, Journal of Immunology Research. 2016, Article ID 5727312: 1-8

e (Cena Milana Pospisila a Maria Campy:

1. cena byla udélena za dva c¢lanky:

e Jitka Fucikova, lva Truxova, Michal Hensler, Etienne Becht, Lenka Kasikova, Irena Moserova, Sarka Vosa-
hlikova, Jana Klouckova, Sarah E. Church, Isabelle Cremer, Oliver Kepp, Guido Kroemer, Lorenzo Galluz-
zi, Cyril Salek, Radek Spisek ,Calreticulin exposure by malignant blasts correlates with robust antica-
ncer immunity and improved clinical outcome in AML patients®, Blood. 2016, 128(26): 3113-3124;

e Jitka Fucikova, Etienne Becht, Kristina Iribarren, Jeremy Goc, Romain Remark, Diane Damotte, Marco
Alifano, Priyanka Devi, Jerome Biton, Claire Germain, Audrey Lupo, Wolf Herve Fridman, Marie-Caroli-
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ne Dieu-Nosjean, Guido Kroemer, Catherine Sautes-Fridman, Isabelle Cremer ,Calreticulin Expression
in Human Non-Small Cell Lung Cancers Correlates with Increased Accumulation of Antitumor Immune
Cells and Favorable Prognosis“, Cancer Research. 2016, 76(7): 1746-1756;

2. cena

e Barbora Tomalova, Milada Sirova, Pavel Rossmann, Robert Pola, Jiri Strohalm, Petr Chytil, Viktor Cer-
ny, Jakub Tomala, Martina Kabesova, Blanka Rihova, Karel Ulbrich, Tomas Etrych, Marek Kovar ,The
structure-dependent toxicity, pharmacokinetics and anti-tumour activity of HPMA copolymer conju-
gates in the treatment of solid tumours and leukaemia®, Journal of Controlled Release. 2016, 223:
1-10.

2.14. CIS mé v soucasnosti 354 &lend.

2.15. Svétovy den imunologie bude Ceska imunologické spolenost v roce 2018 slavit 26. dubna (&tvr-

tek). S hlavni prednaskou vystoupi RNDr. Martin Schwarzer, Ph.D.

3. Zpréva o ¢innosti byla Valnym shroméazdénim prijata. VSichni pritomni byli pro, nikdo nebyl proti, nikdo
se nezdrzel hlasovani.

VYSE CLENSKYCH PRISPEVKU CIS, Z. S., PRO ROK 2018:
pro radné éleny — 240 K¢, pro studenty a seniory 150 K¢,
Cestni €lenové prispévek neplati

Fio banka, ¢. G. 2901016930/2010

. Zapis z jednani vyboru
Ceské imunologické spolecnosti, z. s., 26. 4. 2018

Prezenc¢ni listina je soucasti tohoto zépisu.

1. Prof. B. Rihové informovala o piipravé a obsahu Imunologického zpravodaje &. 1-2, 2018.

2. Prof. B. Rihové informovala o zpravé Rady védeckych spolegnosti Ceské republiky (RVS CR). Bylo pfijato
nékolik noveé zalozenych spolec¢nosti — zapsanych spolkd.

Do vyboru RVS CR byla za CIS zvolena prof. A Sediva, ¢lenka vyboru CIS.

3. Prof. Rihové podékovala prof. A. Sedivé za ptipravu otdzek do kvizu, jen? bude pfipraven pro Gdastniky
Evropského imunologického kongresu 2018 v Amsterodamu.

4. Prof. Rihové sdélila, 7e na webovych strankach Ceské spole&nosti alergologie a klinické imunologie (CSAKI)
je odkaz na seminare CIS.



5. Zasadnim bodem jednani vyboru bylo zvézeni a rozhodnuti o moznosti poradani Evropského imunolo-
gického kongresu (ECI) 2024 v Ceské republice. P¥ihlaska ma byt zaslana EFIS do 1. 6. 2018.

a) O poradani projevily zajem dvé firmy, které prof. Rihové pozvala k prezentaci:
— Guarant International, spol. s r. 0., zastoupenéa p. Tomasem Rabochem,
— Czech-IN, zastoupena p. Lukasem Capem.
Nabidky obou spole&nosti prof. Rihova poslala &lendim vyboru k prostudovani jiz s predstihem.

b) ZvaZovaly se tyto body:

® vhodné prostory: uvaZuje se i o nové vybudovaném kongresovém centru v blizkosti O2 Arény (pla-
nované dokonceni stavby v ¢ervnu 2019); soucésti centra mé byt i novy hotel;

e datum: poradatel si méze vybrat a stanovit vyhovujici termin, vybor CIS se domluvil na zaf jako
nejvhodnéjsim terminu;

® mésto: Praha; Olomouc a Brno se nabidly k satelitnim konferencim;

® vSe by mélo byt na jednom misté: plenarni prednasky, seminare, workshopy, prostor pro firmy, pro-
story a zazemi pro poradatele a administrativu;

¢ vSude musi byt pripojeni k internetu;

® moznost stravovani v prabéhu dne: cateringova sluzba, stélé bufety, malé jidelny apod.

c) V Amsterdamu probéhnou kratké prezentace uchazecd o poradatelstvi kongresu a bude se rozhodo-
vat o pridélenti.

d) Prof. MUDr. Anna Sediva, DSc. predbézné souhlasila s tim, 7e by se stala prezidentkou ECI 2024. Cle-
nové vyboru CIS a ¥ada &lent CIS byla e-mailem poZzadana o Géast v organizaénim vyboru.

6. Prezentace firem uchazejicich se o usporadani ECl 2024.

a) Guarant International, spol. s . 0. = p. Toméa$ Raboch
e Firma muZe vée predfinancovat. CIS nehrozi z4dné finanéni riziko, v pipadé nedspéchu nepozadujf
zadné kompenzace.
® Novy komplex pro poradani velkych kongresti bude vybudovén do r. 2019 v sousedstvi O2 Arény
s kapacitou az 10 000 mist v nékolika salech a saloncich. Soucasti bude i novy hotel s 300 pokoji.
Dalsi nejblizsi moznosti ubytovani jsou v dosahu cca 10 min. chize.
e Stravovan{ v priibéhu kongresu (dotaz prof. Rihové): cateringové jednotky + dalsi moznosti vhod-
ného stravovani.
® Spolupréce se sponzory (dotaz prof. Sedivé): maji oddéleni zabyvajici se sponzorstvim, mohou sjed-
nat i dal$i odborné sponzory.
® Moznost zafizenf satelitnich konferenci v jinych méstech, napt. Brno, Olomouc (dotaz prof. Kopeckého).
Pritomni dostali obrazovou dokumentaci.

b) Czech-IN - p. Luka$ Cap
® Misto: Kongresové centrum (KC) Praha nebo nové vybudovany komplex O2 Aréna; priklani se spise
ke KC, které ma byt do r. 2024 rozsireno.
e Predlozeny rozpocet je zpracovany na 3000 delegatd; vynos se predpoklada cca 10 mil. Firma zajisti
sekretariat kongresu a ruci za pripadné ztraty. V pripadé kandidatury firma zajisti predfinancovani
a pripravi vSechny nalezitosti.
P Cap nabidl k nahlédnuti propagaéni materialy spole¢nosti.

7. Pro hlasovani o poradatelské firmé bylo rozdano ¢trnact listkt se jménem Guarant International, spol.
s r. 0. — Tomas Raboch a ¢trnact listkt se jménem Czech-IN - Lukas Cap. Odevzdéano bylo ¢trnact listkd

- vS8echny se jménem Guarant — Tomas Raboch.

8. Prof. Rihové pozadé p. Rabocha o zpracovani a predlozeni podkladi.



Ceny CIS, z. s., za rok 2016

byly predané 7. prosince 2017
u prilezitosti Valného shromazdéni CIS, z. s.

O udélenf jednotlivych Cen CIS rozhodly odborné komise ustanovené vyborem spoleénosti.
Cenu Jaroslava Sterzla pro mladé imunology do 35 let obdreli:

1. cena

Ondrej Ballek, Jan Vale¢ka, Martina Dobesova, Adéla Brouckova, Jasper Manning, Pavel Rehulka, Jif
Stulik, Dominik Filipp ,TCR Triggering Induces the Formation of Lck-RACK1-Actinin-1 Multiprotein Network
Affecting Lck Redistribution®, Frontiers in Immunology. 2016, 7: 1-16

Ondrej Ballek prebird cenu od prof. Blanky Rihové.

2. cena

Stepan Coufal, Alena Kokesova, Helena Tlaskalova-Hogenova, Jiri Snajdauf, Michal Rygl, Miloslav Kverka
,2Urinary Intestinal Fatty Acid-Binding Protein Can Distinguish Necrotizing Enterocolitis from Sepsis in Early
Stage of the Disease®, Journal of Immunology Research. 2016, Article ID 5727312 1-8

Finan¢ni odménu vitézim poskytl Nadac¢ni fond Homunkulus.

Cenu Milana Pospisila a Maria Campy za ¢lanky z oblasti prirozené a protinadorové imunity ziskali:
1. cena za dva ¢lanky:

Jitka Fucikova, lva Truxova, Michal Hensler, Etienne Becht, Lenka Kasikova, Irena Moserova, Sarka Vosahlikova,
Jana Klouckova, Sarah E. Church, Isabelle Cremer, Oliver Kepp, Guido Kroemer, Lorenzo Galluzzi, Cyril

Salek, Radek Spisek ,Calreticulin exposure by malignant blasts correlates with robust anticancer immunity
and improved clinical outcome in AML patients®, Blood. 2016, 128(26): 3113-3124
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Jitka Fucikova, Etienne Becht, Kristina Iribarren, Jeremy Goc, Romain Remark, Diane Damotte, Marco
Alifano, Priyanka Devi, Jerome Biton, Claire Germain, Audrey Lupo, Wolf Herve Fridman, Marie-Caroline
Dieu-Nosjean, Guido Kroemer, Catherine Sautes-Fridman, Isabelle Cremer ,Calreticulin Expression in
Human Non-Small Cell Lung Cancers Correlates with Increased Accumulation of Antitumor Immune Cells
and Favorable Prognosis®, Cancer Research. 2016, 76(7): 1746-1756

2. cena

Barbora Tomalova, Milada Sirova, Pavel Rossmann, Robert Pola, Jiri Strohalm, Petr Chytil, Viktor Cerny,
Jakub Tomala, Martina Kabesova, Blanka Rihova, Karel Ulbrich, Tomas Etrych, Marek Kovar ,The structure-
dependent toxicity, pharmacokinetics and anti-tumour activity of HPMA copolymer conjugates in the
treatment of solid tumours and leukaemia®, Journal of Controlled Release. 2016, 223: 1-10

Cena je sponzorovana italskou nadaci Fondazione Arpa, Pisa.

Stépdn Coufal piebird cenu od prof. Blanky Rihové.

Barbora Tomalova prebira cenu od Dr. Lucy Vannucciho.

Slavnostni predavani Cen v adventnim case bylo provézeno predvanoc¢nimi melodiemi v podani pévec-
kého krouzku Vétrnik ze ZS v Kunraticich.
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Vzpominka na profesora lva Hanu

Zacatkem prosince minulého roku prisla smutna zprava:
29. 11. 2017 zemrel ve véku 89 let prof. MUDr. Ilvo Hana, CSc.

Siroké lékarska verejnost v Cesku i na Slovensku ho zné predevsim v souvislosti s postgraduainim vzdé-
lavanim, atestacemi: od roku 1968 pracoval v Institutu pro dal$i vzdélavani IékaiC a farmaceutt (ILF),
v r. 1984 zde zalozil Katedru |ékarské imunologie, v letech 1990-1994 byl ve funkci reditele. Koncepcné,
obsahové i organizacné transformoval toto pracovisté na Institut postgradualniho vzdélavani ve zdra-
votnictvi (IPVZ), na kterém se skolili nejen nasi, ale i zahraniénf Iékafi a dal§i vysokoskoléci pracujici ve
zdravotnictvi.

Cesti a slovenst! imunologové, ale i mikrobiologové a epidemiologové ho maji spojeného s vyborem
Imunologické sekce Ceskoslovenské biologické spoleénosti pri CSAV pozdéji Ceskoslovenské a dnes Ceské
imunologické spoleénosti (CIS): v letech 1994-2003 byl po dvé funkéni obdobf predsedou vyboru, v roce
1994 byl presidentem 7. kongresu ¢eskych a slovenskych imunologl s mezinarodni Gc¢asti v Praze, zorgani-
zoval dvaadvacet Uspésnych «Pracovnich imunologickych konferenci» a v neposledni radé prohloubil pro-
pojeni nasi spolecnosti s Mezinarodni unif a Evropskou federaci imunologickych spole¢nosti (IUIS, EFIS).
Radu let byl ve funkci styéného referenta u Evropské federace imunologickych spolenosti. Své presvédéent
o vyznamu komunikaci odbornych pracovniki vyjadfil na prazském imunologickém kongresu (1994) slovy
«my vsichni vime, ze nejenom kazdodenni praci v laboratori nebo v ordinacich je ziv nas imunolog, ale ze
podnéty i pouceni pro dalsi praci prinaseji védecké a pracovni setkani».

Pro klinické imunology a alergology je spjat s realizaci koncepce oboru: zasadné prispél k uznani a pro-
sazeni oboru klinickd imunologie a alergologie na Ministerstvu zdravotnictvi CR, kde ptisobil dlouhou
dobu v rade€ jejich orgédnt vcetné Interni grantové agentury a Komise pro imunopreparaty. V r. 1984 zalozil
samostatnou Katedru Iékarské imunologie na ILF a stal se jejim vedoucim a predsedou komise pro specia-
lizacni zkousky z |ékarské imunologie, pozdéji alergologie a klinické imunologie pro |ékare i vysokoskolaky
nelékare. Zaved| do kvalifikacni atestace |ékart praktickou ¢ést zkousky u lGzka nemocného, profilizoval
obor jako klinicky s nezbytnym laboratornim zazemim a zacal vyzadovat na uchazecich pisemnou praci na
urcené téma. Katedru vedl az do roku 1995.

Profesni Zivot prof. Hany je vsak naplnén také ¢innosti Iékare v praxi, vysokoskolského pedagoga a véd-
ce. Jiz jako student Lékarské fakulty UK v Praze pracoval na interni klinice prof. Netouska, na détské
klinice prof. Svejcara, nasel zalibu ve védecké praci v hematologii u prof. Hefmanského a v mikrobiologii
u prof. Pato&ky. Po promoci v r. 1952, byl ,na umisténku® poslan na mikrobiologii v Usti nad Labem, tie-
baze jesté jako student absolvoval prijimaci zkousky na védeckou aspiranturu u prof. Patocky, ale v dobé
tehdejsiho politického prostredi nebyl shledan pro tuto drahu vhodnym. Po roce se mu podarilo ziskat
misto védeckého aspiranta v nové ziizeném Ustavu epidemiologie a mikrobiologie u prof. Rasky, kde se
vypracoval do pozice védeckého tajemnika Ustavu a stal se samostatnym védeckym pracovnikem. V centru
jeho vyzkumnych objektd byly zpocatku streptokoky, zvlaste tzv. pozdni nasledky streptokokovych infekci.
Zapojil se téz do tehdy aktuélni epidemiologické problematiky détské obrny a respiracénich virovych infekci
v détskych kolektivech.

Je pozoruhodné, 7e si jiz v té dobé uvédomoval presahy tradi¢ni antiinfekéni imunologie: u nestora
nasi alergologie, MUDr. J. Lisky, se v jeho ambulanci seznamoval s diagnostickymi a terapeutickymi po-
stupy v alergologii. Odtud pochézi také jejich spolecnéa prace o ,specifické desenzibilizaci® alergikd, ktera
pati{ mezi zcela ojedinélé publikace dr. Lisky (Cs. oftalmologie 1967; 23: 117-125). Zadal také studovat
autoimunitni choroby (vyskyt autoprotilatek pri riznych chorobnych stavech) a stal se konsultantem a
vedoucim laboratore ve Vyzkumném Ustavu chorob revmatickych. Pozdéji, jiz jako prednosta Imunologic-
kého pracovisté Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM) vyznamné ptispél k rozvoji transplan-
tacniho programu: spolecné s dr. lvaskovou internacionalizovali typizaci HLA a zridili prvni Registr dérc(
kostni drené v zemich byvalého vychodniho bloku. Zde také sméroval imunologickou diagnostiku a terapii
k problematice nemocnych s podlomenou imunitou, sekundarnich imunodeficienci, a se svymi spolu-
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pracovniky se zGcastnoval klinickych studii o imu-
nomodulaénim vyuziti tzv. ,transfer-faktoru® (dialy-
zatu homogenatu z leukocyt®), vyrdbéného v CR.
Zcela prioritni i v mezindrodnim kontextu byla jeho
prospektivni studie Gspésné imunomodulaéni [éCby
recidivujicich prednich uveitid, které mohou kondit
slepotou. K prezentaci svych vysledk( byl vyzvan or-
ganizatory 13. mezinadrodniho imunologického kon-
gresu v Rio de Janeiro.

Védecko-vyzkumna ¢innost prof. Hany méa charak-
ter aplikacni resp. translacni. Velmi Gzce spolupra-
coval s Imunologickym oddélenim Mikrobiologické-
ho Gstavu CSAV vedeného prof. Sterzlem. Publikoval
vice nez 250 odbornych ¢lankd, z nichz na 90 vyslo
v mezinarodnich c¢asopisech, na domécich i zahrani¢nich kongresech prezentoval vysledky svych praci ve
formé plakatovych sdéleni a prednasek, k nimz byl ¢asto vyzvan. Opakované byl zadan o predsednictvi
a koordinaci tematickych blokd na téchto akcich. Mezi jeho zahrani¢nimi studijnimi a prednaskovymi po-
byty je napr. Minneapolis, Chicago, Londyn, Pafiz, Leiden, Freiburg, Bologna, Budapest, Varsava, ale také
Moskva a Delhi. Ocenovana byla, kromé odbornych znalosti, také jeho jazykova vybava: plynné hovoril an-
glicky, francouzsky, némecky, ¢astecné italsky a rusky. Byl dlouholetym &lenem Ceské Lékarské Spolednosti
J. Event. Purkyng, bylo mu udéleno ¢estné &lenstvi Ceské i Slovenské imunologické spolednosti a Ceské
spolecnosti alergologie a klinické imunologie JEP. Byl ¢lenem American Society for Microbiology, Interna-
tional Society for Clinical Immunology, European Federation of Immunogenetics. Kolegium molekulérni
a bunééné biologie CSAV mu udélilo pamétni medaili J. E. Purkyné.

Prof. Hana vykonaval také lékarskou praxi v oboru alergologie a klinicka imunologie. Tento obor vzdy po-
jimal jako klinicky a laboratorni. Byl zkusenym laboratornim pracovnikem (vypracoval napf. originalnf test
na urcovani protilatek proti dvoupentlicové DNA, ktery je vyuzivan pri diagnostice systémového erythema-
todu), v ambulanci se t&$il povésti charismatického Iékare. Své hluboké epidemiologické, mikrobiologické
a imunologické znalosti a praktické zkusenosti zdrocil prof. Hadna na poli vakcinologie: hlavni Gradovna
WHO v Zenevé si ho vybrala jako svého konsultanta v imunologii, v obdobf let 1982-1987 pracoval v riz-
nych rozvojovych zemich, i v dobé jejich véle¢nych konfliktd, jako vedouci imuniza¢niho programu (WHO
Expanded Program on Immunization).

Svou pedagogickou ¢innost prof. Hana zaméroval predevsim na postgradualni vzdélavani [ékard v oboru
alergologie a klinické imunologie. Zvlast se zaméroval na laboratorni diagnostiku v klinické imunologii, na
problematiku transplantacni imunologie a na oblast imunoterapie a vakcinace. Po navratu ze studijniho
pobytu v Minneapolis, USA, v letech 1967-1968 pomaéahal v ILF vést kurzy Svétové zdravotnické organizace
pro stipendisty z celého svéta. Za zminku stoji, ze radu let pracoval ve vykonném vyboru EurolransMed
v Leidenu a v Londyné, v organizaci, které realizovala postgradualni vzdélavani [ékard vsech obord cestou
televizniho vysilani v celé Evropé a v severni Africe. Do téchto program( se podarilo prof. Hanovi prosadit
i nase specialisty a to jako jediné ze statd tehdejsiho vychodniho bloku. V roce 1990 byl jako prvni v nasi
republice jmenovan profesorem pro obor imunologie a alergologie. Spolu s prof. Johnem se podilel na
etablovani imunologie jako samostatného predmétu na lékarskych fakultach v intencich WHO.

Prof. MUDr. Ivo Hana, CSc. bude mit své cestné misto v ceské mediciné nejen jako imunolog, ale i jako
osobnost, kterd svym dlouholetym, soustavnym a cilenym organizacnim Usilim a praci v oblastech zdravot-
nictvi, vyuky i védy vytvérela podminky pro praci jinym. Ceska imunologicka spole¢nost mu udélila, jako
vyraz podékovani za prinos imunologii své nejvyssi ocenéni — granatovy imunoglobulin. Jeho mimoradnost
celospolecenskéa byla ohodnocena v r. 2008 prezidentem V. Klausem udélenim Medaile za zasluhy o stat
v oblasti védy.

Odesel dobry ¢lovék. Cest jeho pamatce.

prof. MUDr. Jindrich Lokaj, CSc.
Ustao klinické imunologie a alergologie LF MU Brno
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13t Host Pathogen Interaction Forum 2018

Ve dnech 16.-19. dubna 2018 probéhl v krasném historickém mésté Slavonice jiz 13. ro¢nik konference
s nazvem 13" Host Pathogen Interaction Forum 2018. Tato konference je tradiéné poréadana Fakultou
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany spolu s Ceskou imunologickou spole¢nost, z. s., jako hlavnim
spoluporadatelem. Toto setkani vynika predevsim Gcasti zahrani¢nich hostl z celého svéta, Ize tedy hovorit
o velmi zajimavém setkani na mezinarodni Grovni.

Jako malé zastaveni si dovolim pro Gvod napsat pér slov o misté konani konference, které jisté stoji
za povdimnuti. Malebné mésto Slavonice na pomezi Cech, Moravy a Rakouska, na okraji ptfrodniho
parku Cesk4 Kanada, Gzemi hlubokych lest, romantickych rybnikd, potokd a nekondéicich luk proslavily
predevsim prekrasné renesanéni pamétky, rady renesancnich méstanskych domi s bohaté zdobenymi
stity, psanickovymi nebo figuralnimi sgrafity, které lemuji dvé namésti v centru meésta. Diky této nadhere
tedy také neni divu, ze se pravé Slavonice staly historickym méstem roku 2017. Konference 13" Host
Pathogen Interaction Forum 2018 se konala v mezindrodnim konferenénim centru Institut Slavonice,
ktery slouzi jako vzdélavaci zarizeni a prostor pro rozlicné udéalosti. Tento institut sidli v rekonstruovanych
prostorech staré skoly Slavonice, zalozené jiz v roce 1903 a pro organizaci konference si Gcastnik nemdze
vybrat lepsiho mista.

Hlavnim tématem konference je jako tradicné interakce hostitele s vybranymi patogeny bakterialnich
a virovych onemocnéni se zamérenim na vyuziti pokrocilych technologii laboratornich metodik v oblasti
imunologie, mikrobiologie ¢i proteomiky. Interakce mezi hostitelem a patogenem je vSeobecné definovana
jako moznost/schopnost udrzeni znamych mikrobialnich agens nebo virl v hostitelskych organismech
na molekularni, bunécné, organizacni nebo populacni Grovni. V soucasné dobé se mnoho védcl snazi
porozumét genetické variabilité a jejiho prispévku k interakci a variabilit¢ patogend v hostiteli. Pro
porozuméni, patogenita se tyka schopnosti organismu zpUsobit onemocnéni (tj. poskodit hostitele). Tato
schopnost predstavuje genetickou slozku patogenu a zjevné poskozeni provedené vybranému hostiteli
je vlastnosti interakce mezi hostitelem a patogenem. Oportunni patogeny postradaji tuto inherentni
schopnost zpUsobit onemocnéni. Nicméné onemocnéni neni nevyhnutelnym vysledkem interakce mezi
hostitelem a patogenem a navic mohou veskeré patogeny vyjadrovat sirokou skalu virulence. Virulence,
termin Casto pouzivany zaménitelné s patogenitou, se tyka stupné patologie zptsobené organismem.
Rozsah virulence je obvykle korelovan se schopnosti patogenu mnozit se uvniti hostitele a mlze byt
ovlivnén jinymi faktory.

Védecky program konference byl rozvrzen do nékolika nezavislych sekci. V ramci programu bylo
predstaveno mnoho zajimavych témat, ktera velice zajimavymi a cilenymi metodami studuji vztahy hostitele
s vybranymi patogennimi mikroogranismy, mezi které |ze zaradit napt. Francisella tularensis, Bordetella
pertusis, Coxiella burnetii, Campylobacter jejuni nebo Chlamydia trachomatis. Uvodni prednéskou celé
konference zahéjil prof. Anders Sjostedt (Univerzita Umea, Umea, Svédsko) velmi aktualni otdzku moznosti
vakcinace proti vybranym intracelularnim patogentm, predevsim bakterie Francisella tularensis. BEhem
dalich konferen¢nich dnti bylo predstaveno nékolik kli¢ovych prednések. Dr. Alain Charbit (INSERM, Paiz,
Francie) ve své prednasce vyzdvihl ddlezitou roli vybranych metabolickych drah v patogenezi mikroba
Francisella tularensis, Dr. Sherry Mou (USAMRIID, Maryland, USA) predstavila velice zajimavé vysledky
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proteinové analyzy bakterialnich proteint Coxiella burnetii ve vztahu k sekrecnimu systému a replikaci této
baktérie uvnitr hostitelské bunky. Velice aktualni otdzkou ve vztahu hostitel-pathogen je také existence a
G¢innost antimikrobialn{ 1é&by, kterou ve své prednasce predstavil Dr. Charles L. Bevins (Univerzita Kalifornie,
Davis, USA). Mezi dal$i vybrané témata prednasek lze zaradit prednasku prof. Lokeshe Joshiho (Univerzita
Galway, Irsko), ktery predstavil unikatni technologii dekontaminace biologickych agens na zakladé znalostf
interakce mezi hostitelem a patogenem a zaroven vyuzivajici oblast glykobiologie. Neméné zajimavym
tématem prednasky byl také rozvoj infekce papillomaviry a sledovany vztah k naddorovym bunkam, ktery
predstavil prof. Frank Roesl (Cancer Research Institut, Heidelberg, Némecko) & studium proteinového
profilu intracelularni bakterie Rickettsia akari (Dr. Frantisek Csicsay, Slovenské akademie véd, Bratislava,
Slovensko).

Konference byla provézena také bohatym spolecenskym programem, v rémci kterého méli Gcastnici
moznost navstivit historickou cast Slavonicka, vcéetné nedaleké méstské casti Mariz, kde méli moznost
obdivovat a zaroven zakoupit originalni rucné vyrabéné hrnky, keramické talite ¢i praktické keramické
kvétinace. V ramci doprovodného programu méli Gcastnici také prilezitost k navstéveé nedaleké jaderné
elektrarny Dukovany, kde zajimavym vykladem ziskali zékladni povédomi o jejim fungovani.

Zavérem bych rada podékovala véem, kteri se podileli na organizaci této vyjimecné konference, vsem
Gcastnikdm za jejich zajimavé prednasky a jiz se tésim na dalsi ro¢nik 14th Host Pathogen Interaction
Forum 2020 konference, ktera se bude, jako tradi¢né, konat v nékterém z malebnych meést Ceské republiky.

RNDr. Klara Kubelkood, Ph.D.
Katedra molekularni patologie a biologie,
Fakulta vojenského zdravotnictoi, Univerzita obrany, Hradec Krdlooé
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Zprava o hospodareni:

e CIS béhem roku 2017 (do 30. 11. 2017) méla p¥jmy 356 588 K& a vydaje 370 923 K&, coz zna-
mené nértst o 37 % v porovnani s rokem 2016. Hlavn{ slozka pifjmd byla dotace AVCR a hlavni slozku
vydajd tvofila podpora imunologickych akci (viz. zpréva za &innost). Schodek obsahuje i tisk skript,
kterd se ovsem budou prodévat jesté v rdmci kurzu Bunééné a molekulérni zéklady imunologie 2019.

e \/ prosinci 2017 neocekavame vyrazné zmeény. Ocekédvame jesté vydaje zejména za Gdrzbu webo-
vych stranek a mezi prijmy bude doplatek EFIS za konferenci ,Food, Microbiota and Immunity“ a chy-
béjici clenské prispévky. V soucasnosti chybi prispévky od zhruba 220 ¢lend, patrné kvali zméné ¢isla
Gctu. Byl jim odeslan e-mail se vsemi potrebnymi informacemi.

* Na rok 2018 CIS zazadala RVS CR o podporu tradi¢nich imunologickych akci: Imunologicky zpra-
vodaj (od roku 2018 pouze v elektronické podobé&) a webové stranky; Diskuznf férum ,Host Pathogen
Interaction®; ESID Spring School; Workshop o polymernich Ié¢ivech; Workshop o subpopulacich CD4+
T lymfocytl a Odborné seminare véetné Dne Imunologie 2018.

Zveme na zajimavé akce v roce 2018:

5th European Congress of Immunology
2-5 September 2018, Amsterdam, Netherlands
www.eci2018.org

18th Biennial Meeting of the European Society for Inmunodeficiencies (ESID 2018)
24-27 October 2018, Lisbon, Portugal
https://esid.kenes.com/2018# Wuw3uWch3cs

MCIS 2018, Mucosal Immunology, Course and Symposlum
17-20 July 2018, Oxford, United Kingdom :
httpy//www.socmucimm.org/mics-2018/ =
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Den imunologie 2018

Den imunologie 2018 byl letos s malym predstihem slaven 26. dubna v Mikrobiologickém
astavu AV CR, v. v. i. Evropskou federaci imunologickych spole¢nosti a Mezinarodni unii
imunologickych spolecnosti je oficialné vyhlasenym Dnem imunologie 29. duben.

Dopoledni program byl sestaven z prezentaci drzitel& Cen CIS za rok 2016 a neocenénych uchazedd o tyto
ceny.

e Ondfej Ballek, Cena Jaroslava Sterzla
Ustav molekularni genetiky AV CR, v. v. i.

Lck in the first minutes of T-cell activation: The Time and Place matters

The initiation of T-cell signalling pathway is critically dependent on the function of Lck kinase. Unfor-
tunately, up today there is no clear consensus what are the specific molecular mechanisms of the initiation
of T-cell activation, so-called T-cell receptor (TCR) triggering. In our study we investigated three particular
problems. The first concerns spatiotemporal organization of critical signalling molecules before and after
TCR engagement in the context of lipid microdomains, because we and others have previously suggested
that TCR triggering requires the activation-induced redistribution of active Lck within the plasma mem-
brane. Next we further characterize this kinase. We found out that in naive T-cells there is a small pool of
basal active Lck (pY394Lck) which is exclusively associated with high molecular weight complexes. Upon
TCR engagement levels of this pY394Lck dramatically increase and partially redistribute to lipid micro-
domains. Our final question concern principles of molecular mechanism of aforesaid Lck redistribution
process within plasma membrane upon T-cell activation. In our comparative screen, we have identified
RACK1 - receptor for activated kinase C, as a candidate Lck-interacting protein that is involved in the re-
gulation of this redistribution. The formation of transient Lck-RACK1 complexes was detectable in primary
CD4+ T cells with their maximum levels peaking 5-10 seconds after TCR-CD4 co-aggregation. In addition,
Lck redistribution was dramatically diminished in primary CD4+ T cells where RACK1 was knock-down. In
agreement with our biochemical data, various types of microscopic examination of primary CD4+ T cells
and Jurkat cell line mutants expressing fluorescent protein-tagged Lck and RACK1 revealed that these
proteins briskly and transiently co-redistribute to the forming immunological synapse (IS). Together, these
results demonstrates potency and importance of spatiotemporal membrane organisation in the regulation
of both Lck activity and TCR triggering and describe RACK1 as a relevant intracellular signalling compo-
nent involved in the regulation of Lck redistribution within plasma membrane by linking CD4-Lck complex
to the cytoskeletal network.

® Zuzana Parackova
Ustav imunologie 2. LF UK a FN Motol

Neutrofilné extracelularne pasce u diabetu mellitu 1. typu

Neutrofilné extraceluldrne pasce (NETy) predstavuju efektivny mechanizmus pri boji proti infekciam,
vdaka ich schopnosti zachytit a eliminovat rézne druhy patogénov. Tieto zlozité Struktuiry, pozostavaj-
Gce predovsetkym z dekondenzovaného chromatinu a antimikrobialnych proteinov, dokazu stimulovat
rozne bunkové populécie, napriklad makrofagy, dendritické bunky ¢i T lymfocyty. Efekt NETov je casto
spajany s roznymi autoimunitnymi ochoreniami, ako je lupus erythematodes, rozne vaskulitidy ¢i dia-
betes mellitus 1. typu (DM1). Hlavnym dévodom s NETy ako vyznamny zdroj autoantigénov a uz ich
spominana schopnost aktivovat dalSie bunky imunitného systému. AvSak presny mechanizmus ostéva
stale nejasny.
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U DM1 dochédza k niceniu inzulin-produkujicich beta buniek pankreasu. Najvacsiu Glohu tu zohravaju
autoreaktivne T lymfocyty, ale tie st len jednou ¢astou velkej skladacky. Vyznamnou sGéastou patogenézie
DM1 je aj vrodena imunita, ktora podnecuje reakcie voci vlastnym antigénom.

Pre objasnenie ako neutrofily prispievaju k rozvoju T1D, rozhodli sme sa $tudovat vplyv NETov na funkcie
dendritickych buniek u diabetickych pacientov. Nase predbezné vysledky ukazujd, ze NETy rozdielne ovply-
vAuju expresiu maturaénych znakov u myeloidnych dendritickych buniek (mDC) u pacientov a u kontrol,
no podobny efekt sme nepozorovali u plazmacytoidnych dendritickych buniek (pDC). Pritomnost NETov
spbsobovala zvysenie produkcie prozapalovych cytokinov — IFNalfa a IL-1beta. A naopak, DC pacientov
kultivované s NETmi (DC-NETs) produkovali menej IL-10, protizdpalového cytokinu. DC-NETs diabetickych
pacientov indukovali viac IFNgama-produkujtcich CD4+ T lymfocytov a menej T regulacnych lymfocytov
(Treg)v porovnani so zdravymi darcami. Tieto Tregy exprimuji niz$ie mnozstvo IL-2Ralfa, délezitd mo-
lekulu pre vykonavanie svojich supresivnych funkcii. Navyse, DC-NETs dokazu pohlcovat viac antigénov
a glukdzy ako DC kultivované samostatne.

NETy diabetickych pacientov vplyvaji na dendritické bunky rozdielne ako tie od zdravych darcov.
Navyse sa medzi sebou liSia svojim zlozenim. NETy diabetickych pacientov obsahujd viac DNA viaza-
nej na histény, ale menej napriklad antimikrobialneho proteinu LL-37. Lisia sa aj aktivitou neutrofilne;j
elastézy.

Nase predbezné vysledky by mohli osvetlit zapojenie dendritickych buniek v patogenézii DM1, skrz ich
interakcie s neutrofilmi a NETmi.

e Jitka Palich Fucikova, Cena Milana Pospisila a Maria Campy
Ustav imunologie 2. LF UK a FN Motol

Calreticulin exposure by malignant blasts correlates with robust anticancer immunity
and improved clinical outcome in AML patients

Cancer cell death can be perceived as nonimmmunogenic or immunogenic, depending on the initiating
stimulus. Immunogenic cell death (ICD) is characterized by emission of the so-called damage-associated
molecular patterns (DAMPs). Calreticulin (CRT) exposure represents the major checkpoint determinging
the immunogenicity of cell death as documented by numerous preclinical in vitro and vivo mice studies.
Preapoptotic translocation of CRT from the endoplasmic reticulum (ER) to the cell surface is a result of
an ER stress response accompanied by the phosphorylation of eukaryotic initiation factor 2a. (elF2a). We
report that level of CRT expression on tumor cells, irrespective of chemotherapy treatment, positively
influenced the clinical outcome of acute myeloid leukemia (AML), non-small cell lung carcinoma (NSCLC)
and ovarian cancer (OVCa) patients. In our studies, CRT expression correlated with the constitute phopho-
rylation of elF2a. This suggests that a subgroup of cancer patients is associated with a strong constitute
ER stress response that culminates in CRT exposure. Moreover, the high-levels of surface exposed CRT
correlated with an increased activation of antigen-specific immune response both in tumor microenviro-
nement of NSCLC and OVCa patients and peripheral blood of AML patients. We conclude that CRT expre-
ssion constitutes a novel prognostic biomarker in different cancer malignancies, facilitating anticancer
immunosurveillance.

¢ Barbora Tomalova, Cena Milana Pospisila a Maria Campy
Mikrobiologicky Gstav AV CR, v. v. i.

HPMA copolymer conjugates: structure-dependent toxicity,
pharmacokinetics and anti-tumor activity

This study was focused on polymer drug carriers for cancer therapy based on N-(2-hydroxypropyl)
methacrylamide (HPMA) copolymers. We compared linear (Mw ~27 kDa, Rh ~4 nm) and non-degradable
star (Mw ~250 kDa,Rh ~13 nm) HPMA copolymer conjugates bearing anthracycline antibiotic doxorubicin
(DOX) bound via pH sensitive hydrazone bond.
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We determined the in vitro and in vivo toxicity of both conjugates and their maximum tolerated dose
(MTD). We found that MTD was higher for the linear conjugate (85 mg DOX/ kg) and lower for the star
conjugate (22.5 mg DOX/kg).

We also assessed anti-tumor activity of these conjugates in mouse B-cell leukaemia (BCL1) and a
mouse T-cell lymphoma (EL4) experimental model. The therapy of BCL1 leukaemia by both of the
polymeric conjugates using the MTD or its fraction (i.e., equitoxic dosage) showed better results in
the case of the star conjugate. On the other hand, treatment of EL4 lymphoma seemed to be more
efficient when the linear conjugate was used. We concluded that the anti-cancer treatment of solid
tumors and leukaemias require alternative therapeutics to maximize the efficacy. We hypothesise that
the most suitable HPMA copolymer-DOX conjugate for the treatment of solid tumors should have
an HMW structure with increased Rh that would be stable for three to four days after the conjugate
administration and then rapidly disintegrate into short polymer chains, which are excretable from
the body by glomerular filtration. On the other hand, the treatment of leukaemia requires a drug
conjugate with a long circulation half-life. This would provide an active drug, whilst slowly degrading
to excretable fragments.

e St&pan Coufal, Cena Jaroslava Sterzla
Mikrobiologicky Gstav AV CR, v. v. i.

Vyuziti proteinu vazajiciho mastné kyseliny ve stievé (I-FABP)
ve véasné diagnostice nekrotizujici enterokolitidy

Nekrotizujici enterokolitida (NEC) je zavazné multifaktoridlni onemocnéni gastrointestinalniho
traktu (GIT) postihujici zejména preddasné narozené novorozence a novorozence s nizkou porodnf
hmotnosti. Mezi hlavni rizikové faktory NEC patfi vyvojové nezralost organismu s prislusnou ne-
zralosti GIT, strevni bariéry a imunitniho systému, dale enteralni vyziva a abnormalni bakterialni
kolonizace.

Onemocnéni propuka nahle, ma velmi rychly pribéh a devastujici nasledky. Klinické priznaky jsou
v pocatecni, rané fazi NEC znacné nespecifické a tim pddem snadno zaménitelné s jinymi poruchami GIT
¢i s novorozeneckou sepsi. NEC je proto jednou z nejcastéjsich pricin chirurgické intervence u novorozen-
cll a soucasné také vyznamnym divodem morbidity a mortality na neonatalnich jednotkach intenzivni
péce.

Klinicky se onemocnéni projevuje systémovymi a abdominalnimi priznaky. Mezi nejcastéjsi pocatecni
priznaky patri letargie, teplotni nestabilita, zhorseni prokrveni, apnoické pauzy, bradykardie, vzedmuti
bricha, intolerance stravy a zvyseni gastrickych residui. | pres znacny pokrok v diagnostickych metodach
je dnes casna a presna diagnostika NEC problematicka. Diagnoza NEC se opird o kombinaci typickych
abdominalnich pfiznak( (distenze bficha, intolerance stravy, pfimés krve ve stolici) a radiologického
nalezu plynu ve sténé stievni (tzv. pneumatosis intestinalis), pfipadné nalezu plynu v portalnim redisti
béhem ultrasonografického vysetreni. Hlavni nevyhodou téchto pristupl je vSak nizka senzitivita a po-
zdni nastup, ktery neumoznuje véasnou diagnostiku tohoto onemocnéni, ktera je zasadni pro pribéh
a prognézu onemocnéni. Nove se vsak objevuji biomarkery, které umoznuji nejen odhaleni NEC jesté
pred rozvojem plnych klinickych projevd, ale umoznuji i jeji odliseni od novorozenecké sepse, véetné
pooperacni.

Protein vézajici mastné kyseliny ve strevé (I-FFABP) je maly (14-15 kDa) protein lokalizovany v cytoplasmé
epitelovych bunék streva. V pripadé poskozeni epitelovych bunék streva je protein I-FABP uvolnovan do
krevniho obéhu odkud se diky své malé molekulové hmotnosti dostava glomerularni filtraci do moci. Zjisti-
li jsme, Ze jedinci se spontédnni i pooperacni NEC maji vyznamné vyssi hladinu proteinu I-FABP v séru i moci
v porovnani s novorozenci se sepsi a zdravymi jedinci. V pribéhu lécby NEC dochéazi k signifikantnimu
poklesu hladiny I-FABP jak v séru tak moci. Doplnéni standardniho postupu diagnostiky NEC o vysetreni
hladiny I-FABP umoznilo odhalit do té doby radiologicky a ultrasonograficky nediagnostikované pacienty,
u kterych doslo pozdéji k rozvoji NEC. Analyza ukazala, Ze stanoveni proteinu I-FABP v moci mé vyssi citli-
vost nez v séru.
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® Tomas Milota
Ustav imunologie 2. LF UK a FN Motol

Mechanismy dysregulace imunitniho systému u pacienta
s bézZnym variabilnim imunodeficitem — Gloha pomocnych T lymfocyta

Uvod: B&Zny variabilni imunodeficit (CVID) je heterogenni skupinou primarnich humoralnich defici-
tl charakterizovanou narusenou tvorbou protilatek a dysregulaci imunitniho systému manifestujici se
lymfoproliferativnimi, granulomatéznimi a autoimunitnimi komplikacemi. Zmény na Grovni B lymfocytd
s poklesem zralych a zvysenim poctu nezralych forem jsou dobre zdokumentovéany. Role T lymfocytd vsak
zlstava ne zcela zrejma v patogenezi neinfekénich komplikaci. V nasi studii jsme se proto zamérili prede-
v§im na Glohy pomocny T-lymfocytd.

Metody: Mononuklearni buriky periferni krve (PBMC) byly izolovany pomoci Ficolle-Paque gradientu.
Po izolaci byla ¢ast PBMC stimulovana ionomycinem a PMA (Phorbol myristate acetat) po dobu 6 hodin.
Po stimulaci byla mérena exprese aktivacnich markert (CD69, CD154, HLADR), chemokinovych receptort
(CXCR3, CRTH?2, CCR6) a transkripénich faktord (T-Bet, Gata-3, Ror-gamma) a intracelularni produkce cy-
tokin® (IFN-gamma, IL-5, IL-17) pouziti standardizovanych cytometrickych protokold. U druhé ¢asti PBMC
bylo stanoveno zastoupeni jednotlivych vyvojovych stadii pomocnych T-lymfocyt (stanovenim exprese
povrchovych znakd CD3, CD4, CD8, CD45R0, CCR7.

Vysledky: Celkem bylo vysetreno 21 pacientd s CVID a 14 vékem a pohlavim odpovidajicich zdra-
vych kontrol. Byly zjistény vyznamné rozdily v expresi chemokinovych receptord a transkripénich faktor(
a také v intracelularni produkci cytokind smérem k Th1 odpovédi. K vyznamnym zménadm dochazi také
u subpopulaci T-lymfocytt s redukci naivnich a expanzi zralych forem T-lymfocytd. Navic pacienti s CVID
meéli vysokou bazalni expresi aktivacniho markeru HLADR a omezenou odpovéd na stimulaci se snizenim
narlstu exprese CD69 ve srovnani se zdravymi kontrolami.

Zaver: K dysregulaci imunitniho systému u pacientt s CVID nedochazi pouze na Grovni B-lymfocytd, ale
vyznamneé postihuje také T-lymfocyty. V nasi studii jsme odhalili naruseny vyvoj pomocnych T-lymfocytd
s redukci naivnich a expanzi zralych forem, polarizaci imunitni odpovédi smérem k Th1, znamky chronicky
aktivovaného imunitniho systému a jeho vycerpani (vysoké exprese aktivacnich markerd, snizena exprese
aktivacnich znakd po jejich stimulaci. Predpokladam, ze tyto zmény vyznamné prispivaji k dysregulaci
imunitniho systému a k rozvoji neinfek¢nich komplikaci.

® Po poledni prestavce vystoupil od 13:00 hodin s hlavni prednaskou Martin Schwarzer,
vitéz soutéze Neuron Impuls 2017 do 40 let
Mikrobiologicky Gstav AV CR, v. v. i., Laborato¥ gnotobiologie, Novy Hradek

Gut microbiota: puppeteer of the host juvenile growth

In most animal species, the juvenile growth period is marked by the exponential gain in body weight
and size (Schwarzer 2018). These two physical traits can manifest large phenotypic range based on
the interaction between nutritional input and the organism’s hormonal cues. In this respect childhood
undernutrition is a global health challenge. It is associated with a number of adverse outcomes, including
persistent stunting. Both epidemiologic studies and animal model experiments have emphasized that
undernutrition cannot be ascribed to food insecurity alone and gut microbiota has an active role in disease
aetiology.

In Drosophila model it has been shown that microbiota promotes larval growth upon nutrient (protein)
scarcity. Monocolonization of larvae by Lactobacillus plantarum WJL strain (LpWJL), a commensal bac-
terium found in the Drosophila intestine, is sufficient on its own to recapitulate the natural microbiota
growth-promoting effect. This growth promoting effect is strictly strain specific. LpWJL exerts its benefit
by acting genetically upstream of the TOR-dependent host nutrient sensing system controlling hormonal
growth signaling (Storelli 2011).

To probe the ability of microbiota and Drosophila-selected LpWJL growth promoting strain to boost
juvenile growth in mammals we used a gnotobiotic mouse model. In this model microbiota sustained
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weight gain and longitudinal growth both upon normal- and under-nutrition. We found that the liver and
peripheral tissues of germ-free mice bear hallmarks of reduced Growth Hormone (GH) sensitivity indicating
that the intestinal microbiota sustains somatotropic axis activity. Furthermore, using monoxenic mouse
models we showed that lactobacilli, previously qualified in Drosophila model, promote juvenile growth in
a strain dependent manner and LpWJL can fully recapitulate the microbiota effect on growth and on the
somatotropic axis activity (Schwarzer 2016).

Further, we tested the ability of LpWJL to promote host juvenile growth in conventional undernouris-
hed mice. We found that oral supplementation with LpWJL alleviates the GH resistance, increases the
production and levels of Insulin Growth Factor (IGF)-1 and improves the growth kinetics of conventional
juvenile mice upon undernutrition. Similar to the monoxenic model, LpWJL mediated growth promotion
was strictly strain specific.

Our findings reveal the contribution of the host's microbial environment in supporting juvenile growth
both in invertebrate and mammalian models and the sufficiency of selected Lactobacillus strain to buffer
the adverse effects of chronic undernutrition on post-natal growth. Microbiotherapy with validated strains
has the potential to improve the current treatment of juvenile malnutrition and to alleviate its long-term
adverse outcomes in human population.

Schwarzer, Curr Opin Clin Nutr Metab Care 2018, DOI:10.1097/MC0.0000000000000463

Storelli et al., Cell Metab 2011, DOI:10.1016/j.cmet.2011.07.012

Schwarzer et al., Science 2016, DOI:10.1126/science.aad8588
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Role novych profibrotickych molekul

v patogenezi systémové sklerodermie

Ing. Barbora Sumova
Revmatologicky dstao, Klinika reomatologie 1. LF UK

Skolitel: prof. MUDr. Ladislao Senolt, Ph.D.

ABSTRAKT

Systémova sklerodermie (SSc) je imunitné zprostfedkované fibrotické onemocnéni neznamé etiolo-
gie. Mezi dominantni patogenni projevy SSc radime vaskularni zmény, tvorbu autoprotilatek, aktivaci
vrozenych a adaptivnich imunitnich odpovédi a fibrotické procesy. Transformujici ristovy faktor beta
(TGF-B) byl identifikovan jako nejvyznamnéjsi profibroticky faktor stimulujici fibroblasty k perzistentn{
nadprodukci kolagenu. Existuje vSak cela rada mediatord Gcastnicich se patologickych zmén SSc. Praveé
vzajemné aktivace a amplifikace téchto profibrotickych molekul a jejich signalnich drah jsou poklddany
za centréalni mechanismus patogeneze SSc. Hedgehog (Hh) signélni drédha hraje vyznamnou roli v rozvoji
a progresi fibrotickych onemocnénich. Exprese Hh cilovych gend mdze byt regulovana skrze kanonic-
kou ¢i nekanonickou signélni kaskadu. Nekanonicka aktivace GLI transkrip¢nich faktord pomoci TGF-3
nebyla doposud v SSc prozkoumana. Studiem vzéjemné interakce TGF-B a Hh signalni drahy se zabyvéa
podstatna c¢ast této disertacni préace. In oitro analyzy potvrdily TGF-B/SMAD3 dependentni aktivaci GLIZ
v dermalnich fibroblastech. Specificka delece GLIZ genu v dermalnich fibroblastech zabréanila rozvoji
experimentalni fibrézy in vivo. Kombinované ovlivnéni kanonické a nekanonické Hh signalni drahy po-
moci GLIZ inhibitoru vykazalo silnéjsi protifibroticky efekt nez individualni inhibice Hh kanonické sig-
nalni kaskady u experimentélnich mysich modeld kozni a plicni fibrézy. Vzhledem k souc¢asnému vyvoji
selektivnich GLIZ inhibitord maji tyto vysledky primy transla¢ni potenciél. Zbyla ¢ast disertacni prace
popisuje roli novych profibrotickych molekul (TRB3, Twist1, ST00A4 a Sirt1) v patogenezi SSc. Vysledky
této prace prispély k hlubsimu pochopeni patogeneze SSc a charakterizaci novych potenciélnich tera-
peutickych cild.

1 UvoD
Systémova sklerodermie

Systémové sklerodermie (SSc) je vzacné chronické systémové onemocnéni pojivové tkdné nezna-
mé etiologie. Rlznorodost klinickych manifestaci je reflektovana nepredvidatelnym pribéhem SSc .
Kumulativni doba desetiletého preziti od diagndzy ¢ini 62,5 % 2. Mezi nejsilnégjsi rizikové faktory pro
rozvoj onemocnéni patfi pozitivni rodinnd anamnéza 3*. Ve vétSiné pripadd vSak vznikd onemocnéni
sporadicky. | pres zlepseni kvality Zivota pacientd se SSc, predevsim diky lepsim moznostem |écby
organovych manifestaci, neexistuje v sou¢asné dobé specificka terapie °. Dominantnim rysem SSc je
fibréza a sklerotizace klze, stény cév a parenchymu vnitrnich organt. Tkanové poskozeni, indukované
kombinaci vnéjsich environmentélnich a genetickych faktord, vyvolava vznik zanétlivych a autoimu-
nitnich procest iniciujicich transformaci rezidentnich fibroblastd na myofibroblasty. Tyto kontraktilni
bunky mesenchymalniho pdvodu konstitutivné sekretuji nadmeérné mnozstvi komponent extracelularni
matrix (ECM) 6. Tkarovéa architektura je postupnou akumulaci produktd ECM narugena a ztraci své
funkeni vlastnosti.

18



Signalni drahy systémové sklerodermie

Molekularni podstata chronické aktivace fibroblastd neni v soucasné dobé zcela zndma. Mediétory imu-
nitnich a vaskularnich zmén prispivaji k aktivaci fibroblast( v ¢asné fazi onemocnéni. V pozdéjsi fazi je vsak
aktivace fibroblastt zavisla predevsim na autokrinnich a parakrinnich signalech ’. Diferenciaci a proliferaci
fibroblastt reguluji signalni drahy nezbytné pro rdst, rozvoj a reparaci tkéni. Tyto drahy jsou vzajemné
propojené pomoci individualnich mediatort a vytvéreji tak komplexni signalizacni sit. Jednim z hlavnich
mediator( integrujicich Sirokou skélu signalnich kaskad je TGF-B 8°. Buniky imunitniho a mesenchymal-
niho plvodu produkuji tento pleiotropni cytokin za Gcelem ovlivnéni celé rady bunécnych procesd, jako
jsou napr. apoptéza, homeostéza, angiogeneze a hojeni ran %11, TGF-B je produkovén ve formé latentniho
komplexu a preména na biologicky aktivni formu probih& napr. skrze integrin zprostredkovanou aktivaci
12 Navazanim aktivniho ligandu na TGF-B receptor typu Il (TGFBRII) nastavéa heteromerizace s TGF-B recep-
torem typu | (TGFBRI). Serin-treoninové kindza receptoru Il fosforyluje GS-doménu receptoru I. Aktivovana
GS-doména méni konformaci a fosforyluje, v pripadé klasické SMAD dependentni signalizace, SMAD?2/3
(Sma and mothers against decapentaplegic homolog 2/3) cytosolické signalni transduktory, které v cytoso-
lu interaguji se SMAD4 a vytvari trimerni komplex. V jadre tento komplex interaguje s vazebnymi partnery
a reguluje expresi cilovych gen, jako jsou napt. CofIal a CollaZ2 (collagen type | alpha 1 chain a collagen
type | alpha 2 chain), PAI-1 (plasminogen activator inhibitor type 1), a-SMA (alpha-SMOoth muscle actin),
CTGF connective tissue growth factor) a SMAD7 13-, Ligand TGF-B rovnéz navozuje aktivaci celé fady dal-
Sich signalnich mediatord nezéavisle na SMAD transkripénim faktoru (mluvime o tzv. nekanonické TGF-8
signalni draze) V.

Morfogenni evolu¢né konzervované signalni kaskady jako napt. Wnt, Hedgehog (Hh) a Notch uréujf
bunécny osud béhem embryonalniho vyvoje a tkanové homeostéazy. Za fyziologickych podminek jsou
tyto drahy striktné kontrolovany a v dospélém organismu aktivovéany pouze béhem tkanové regenerace
a obnovy bunék. Jejich patologicka aktivace prispiva k rozvoji riznych onemocnéni, jako je napr. SSc 8.
Hedgehog (Hh) signalni draha je u savcd stimulovana pomoci tfi rdznych ligand(: Desert hedgehod (Dhh),
Indian hedgehog (Ihh) a Sonic hedgehog (Shh). Zda bude signalni draha aktivovat &i potladovat cilovou
genovou expresi zalezi na rovnovaze GLI transkripénich faktord, které mohou slouzit jako aktivatory (GLI1,
GLI2) i represory (GLI2, GLI3) genové exprese. V nepiitomnosti ligandu je Hh signalni draha inaktivovana
vzdjemnou interakci SMO (Smoothened) a PTCH (Patched) receptortl. Navazanim ligandu na PTCH receptor
dochazi k inhibici blokace SMO receptoru. Fosforylovany SMO receptor se presouva do primarniho cilia a
plispiva k presunu SUFU (Suppressor of fused)-GLI proteinového komplexu k ciliarnimu konci, kde je umfs-
tén KIF7 (kinesin-like protein) protein. KIF7 zaji$tuje presun GLI2 a GLI3 aktivatorovych forem do jadra.
Mezi cilové geny GLI transkripcnich faktord patri napr. Glil, Ptch1, Myc, cyklin D. \Vlyznamné profibrotické
mediatory, jako je napr. TGF-B, aktivuji Hh kaskadu nezévisle na pritomnosti Hh ligandt a SMO receptoru
19-23 . Mechanismus integrace jednotlivych signalnich profibrotickych kaskdd a moznosti terapeutického
ovlivnéni integrujicich faktord jsou predmétem intenzivniho vyzkumu 2.

2 CiLE PRACE

Cilem této diserta¢ni prace bylo studium profibrotickych faktord (predevsim pak Gli2 transkripéniho
faktoru) a jejich vzajemnych interakci s TGF-B signalni drahou pomoci in vitro a in vivo analyz.

Specifické cile prace:

1. Analyza exprese profibrotickych faktort v koznich biopsiich pacientt se SSc a bunécnych kultu-
rach dermaélnich fibroblastd.

2. Analyza exprese profibrotickych faktor( v koznich biopsiich a plicni tkani mysich modeld expe-
rimentalnich fibrézy.

3. Analyza vlivu farmakologické a genetické inhibice profibrotickych faktorl na expresi cilovych
gent a produkci kolagenu bunéénymi kulturami dermalnich fibroblastd.
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4. Analyza vlivu farmakologické a genetické inhibice profibrotickych faktort na rozvoj fibrotickych
procest u mysich experimentalnich modelt fibrézy.

3 MATERIAL A METODIKA

Pouzité materialy a metodiky jsou uvedeny v prislusnych sekcich original( praci.
4 VYSLEDKY
4.1 Role GLI2 transkripéniho faktoru v SSc

4.1.1 Exprese GLI2 v dermalnich fibroblastech je TGF-3/SMAD3 dependentni

Prokazali jsme, Ze mRNA a proteinova exprese GLIZ byla zvysena v k(zi SSc pacientll v porovnani se
zdravymi kontrolami jak na Grovni mRNA, tak i na proteinové Grovni. Tato exprese byla prominentni v
P4HPB (prolyl 4-hydroxyldza beta) pozitivnich fibroblastech. TGF-B indukovana transformace bunéénych
kultur lidskych dermalnich fibroblastt (zobrazené zvy$enou formaci stresovych vldken) byla doprovazena
zvysenou expresi GLIZ zavislou na case jak na mRNA, tak i na proteinové Grovni. Zvysené exprese GLIZ
proteinu byla rovnéZz detekovéna v kizi AdTBRIlact (TBRact) experimentalniho modelu fibrézy v porov-
nani s kontrolni skupinou AdlacZ (LacZ). GLI2 pozitivn{ fibroblasty v postizené kiizi SSc pacientt (Supl.
1A) a experimentéalniho AdTBRIlact modelu (Supl.1B) zvysené exprimovaly fosforylovanou formu SMAD?2/3
(pSMAD?2/3). Naopak inaktivace TGFBRI pomoci SD-208 inhibitoru vedla k potlaceni proteinové exprese
pSMAD?2/3 v experimentélnim AdTBRIact (TBRact) modelu (Supl.1B). Déle, inaktivace TGFBRI pomoci SD-
208 inhibitoru v mysich experimentalnich modelech fibrézy (TBRact, bleomycinem indukované fibréza a
Tsk-1 model) vedla k narugeni zvy$ené exprese GLI2 jak na mRNA, tak i na proteinové Grovni (Supl. 2).
Zvysend mRNA (Supl. 3A) a proteinovéa exprese (Supl. 3B) SHH ligandu v koZnich biopsiich mysi s bleomy-
cinem indukovanou fibrézou byla pouze ¢astedné narusena inhibici TGF-B signalni drahy (Supl. 3). Blokace
SMAD3 miRNA pomoci specifické siRNA (Supl.4A) vedla k naruseni zvysené mRNA (Supl.4B) a proteinové
exprese GLI2 (Supl. 4C) v TGF-B stimulovanych kulturach lidskych dermalnich fibroblast(. Stejného efektu
blokace SMAD3 mRNA (Supl. 4D), tzn. snizené exprese GLI2 na mRNA (Supl.4E) a proteinové Grovni (Supl.
4F), bylo dosazeno v kizi mysi s AdTBRIact (TBRact) indukovanou fibrézou. Tato data demonstruji zvyse-
nou expresi GLIZ transkripcniho faktoru v lidskych a mysich dermélnich fibroblastech indukovanou TGF-f/
SMAD3 kaskédou.

4.1.2 GLI2 deficientni fibroblasty jsou méné sensitivni k TGF-f indukované aktivaci

Indukce TGF-B cilenych genl jak jsou napr. Pai-1 a Ctgf byla signifikantné potlacena v mysich dermal-
nich fibroblastech, kterym byl geneticky deletovan gen pro GLIZ. Dale doslo k potlaceni myofibroblastové
diferenciace v GLIZ deficientnich fibroblastech stimulovanych pomoci TGF-B. Narusena diferenciace byla
reflektovana snizenou mRNA a proteinovou expresi -SMA a formaci stresovych vlaken. Stimulac¢ni efekt
TGF-B na mRNA expresi Col1a2 a na vylucovani kolagenu byl inhibovan v GLIZ deficientnich fibroblastech.
In silico analyzy predikovaly dvé vazna mista pro GLI2 v promotorové oblasti Ctgf a Pai-1 gent (Supl. 5A).
Viysledky chromatografického imunoprecipita¢niho (ChiP) eseje potvrdily ,obohaceni“ predikovanych vaz-
nych mist CTGF promotoru GLI2 proteinem v zavislosti na TGF-B (Supl. 5B). Zvy$ena vaznost GLI2 proteinu
do promotorové oblasti CTGF genu byla narusena inaktivaci GLIZ transkripcniho faktoru pomoci GANT-61
inhibitoru (Supl. 5B). Aktivita CTGF reportérového eseje byla indukovédna pomoci TGF-B a tato indukce
byla redukovana mutaci predikovanych vaznych mist pro GLI2 (Sup. 5C). Tato data demonstruji sniZzenou
senzitivitu dermalnich fibroblastl k TGF-B indukované transformaci a pritomnost vaznych mist pro GLIZ2
transkripéni protein v promotorové oblasti TGF-B cilovych gend.

4.1.3 Fibroblast specificka delece GLI2 zabrarnuje rozvoji TBRact indukované fibrézy
Selektivni delece GLIZ genu v dermalnich fibroblastech narusila profibroticky efekt TGF-B signalni drahy

in vivo. Fibroblast specifickd delece GLIZ transkripéniho faktoru redukovala ztlusténi dermalni oblasti

kdze, pocet myofibroblastt a hydroxyprolinovy obsah v mysim modelu TBRact indukované fibrézy. Gene-
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ticka delece GLIZ dale inhibovala zvysenou expresi TGF-B cilovych gent Pai-1 a Ctgf a rovnéz Hh cilovych
genl Ptch1, Ptch?, CyclinD1 a GLIZ. Tato data demonstruji GLIZ transkrip¢ni faktor jako mediatora pato-
gennich procest TBRact indukované experimentalni fibrozy.

4.1.4 Farmakologicka inhibice GLI2 potlacuje TGF-f dependentni aktivaci fibroblastu

GANT-61 (inhibitor GLI indukované transkripce) redukoval stimula¢ni efekt TGF-B na lidské dermaln fib-
roblasty. Indukce TGF-B cilenych gent Pai-1 a Ctgf byla signifikantné potlacena pridanim GLIZ selektivniho
inhibitoru k TGF-B stimulovanym lidskym dermalnim fibroblastdm. Narusenéa transformace dermélnich
fibroblastd byla reflektovana snizenou expresi o-SMA na mRNA a proteinové Grovni a snizenou formaci
stresovych vldken. Stimulacni efekt TGF-B na mRNA expresi Colla2 a na vylucovani kolagenu byl rovnéz
inhibovan. Tyto vysledky potvrzuji roli GLIZ transkripéniho faktoru v aktivaci fibroblastt a G¢innost farma-
kologického selektivniho inhibitoru GLIZ na potlaceni transformace dermalnich fibroblastd.

4.1.5 Farmakologicka inhibice GLI2 narusila rozvoj experimentalni kozni a plicni fibrézy
GANT-61 inhibitor redukoval dermélni tloustku, poc¢et myofibroblastd, hydroxyprolinovy obsah, expresi
TGF-B cilovych gend Pai-1 a Ctgf a Hh cilovych gend Ptch-1, Ptch-2 CyclinD1 a GLIZ ve fibrotické kazi AATBRI
(TBRact) mysiho experimentélniho modelu. Individualni modulace Hh signalni drahy pomoci SMO inhibi-
toru (vismodegib) nebyla dostatedné Gi¢inna pro potladeni rozvoje fibrozy. Farmakologicky efekt GLI2 selek-
tivniho inhibitoru byl rovnéz zkouméan na modelu bleomycinem indukované plicni fibrézy. Lécba pomoci
GANT-61, ale ne pomoci vismodegibu, zabranila rozvoji fibrézy, tzn. redukce fibrotickych oblasti, hydroxy-
prolinu, po¢tu myofibroblastl a exprese cilovych gend Hh a TGF-f signalnich drah. Tato data demonstruji
roli GLIZ transkripéniho faktoru v rozvoji plicni a kozni fibrézy a Gcinnost farmakologického selektivniho
inhibitoru GLIZ, ale ne SMO, na potlaceni rozvoje fibrézy. GLIZ transkripcni faktor je tudiz aktivovany nejen
klasickou Hh kanonickou signalni drahou, ale i nekanonickou kaskddou aktivovanou pomoci TGF-f.

4.2 Tribbles homologue 3 prispiva k rozvoji tkanové fibr6zyTBR3 stimuluje TGF-§ kano-
nickou kaskadu a aktivuje fibroblasty

4.2.1 TBR3 stimuluje TGF-§ kanonickou kaskadu a aktivuje fibroblasty

Za Gcelem funkcni analyzy TRB3 v SSc fibroblastech byl TRB3 nadmérné exprimovan v bunéénych kultu-
rach fibroblast( izolovanych z koznich biopsii zdravych dobrovolnikd. TRB3 nadmérna exprese aktivovala
kanonickou TGF-B/SMAD signalni dréhu v lidskych dermélnich fibroblastech a indukovala expresi TGF-3
cilovych gent Pai-1, CTGF, Collal, Colla? a produkci kolagenu.

4.3 Kompozice TWIST1 dimera reguluje tkanovou fibrézu

4.3.1 Modulace TWIST1 transkripcniho faktoru reguluje aktivaci fibroblasta

Fibroblasty nadmérné exprimujici TWIST1 a stimulované pomoci TGF- kontraktovaly kolagenové gely
s vyssi efektivitou nez kontrolni fibroblasty. Blokace TWISTT mRNA pomoci specifické siRNA vedla k nizsi
kontraktilni schopnosti TGF-B stimulovanych fibroblastd.

4.4 S100A4 amplifikuje TGF-B indukovanou aktivaci fibroblastu

4.4.1 Fibroblasty sekretovany S100A4 signalizuje autokrinnim a parakrinnim zpGsobem
Zvysena exprese Collal a Colla?2 a nasledné vylucovani kolagenu indukované pomoci rekombinantniho

TGF-B byly redukovéany pridanim protilatky proti ST00A4 k bunécnym kulturam lidskych fibroblastd.

5 DISKUZE

Vysledky této prace popisuji primy efekt modulace TGF-f signalni drahy na expresi GLIZ transkripcni-
ho faktoru v SSc. GLIZ je hlavni transkripcni faktor Hh signalni drahy aktivujici transkripci cilovych gen(
jako jsou napt. Ptch1/2 a CyclinD1. Aktivita GLIZ je regulovana kanonickou ale i nekanonickou signalni
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kaskadou. Nekanonicka signélni kaskada neni zévisla na pritomnosti Hh ligand( a aktivaci SMO a PTCH
receptord. Mezi hlavni mediatory zprostredkovavajici nekanonickou aktivaci GLIZ transkripéniho faktoru
patii PI3K, MAPK, Wnt, NF-kB a TGF-B °-%3. Role téchto mediator( je popsana jak v rozvoji a progresi na-
dorovych onemocnénich, tak i v patogenezi fibrotickych onemocnénich 2%, TGF-B/SMAD dependentni
aktivace GLIZ transkripéniho faktoru byla popsana u rdznych fibrotickych onemocnénich 292* U SSc vsak
tato Hh nekanonicka signalni kaskada nebyla prozatim zkoumana.

V disertacni praci demonstruji zvysenou expresi GLIZ transkripéniho faktoru v pPSMAD?2/3 pozitivnich
dermaélnich fibroblastech pacientt se SSc a v preklinickych modelech experimentalni fibrozy. TGF-f, hlavni
profibroticky faktor, indukoval zvysenou expresi GLIZ v dermalnich fibroblastech in vitro. Naopak inhibice
TGFBRI vedla k potlaceni zvysené exprese GLIZ in vivo. Rovnéz inaktivace SMAD3, hlavniho mediatora
TGF-B signalni drahy, zabranila zvysené expresi GLIZ in oitro i in vivo. Tyto vysledky potvrzuji TGF-/SMAD3
dependentni expresi GLIZ u jedincl se SSc. Zavislost profibrotického efektu TGF-B na aktivaci nekanonické
hedgehog signélni kaskady byla také potvrzena vazbou GLIZ k promotorové oblasti TGF-f a Hh cilovych
genU jako jsou CTGF a Pai-1. Genetické delece GLIZ vedla k prevenci diferenciace bunécnych kultur fibrob-
lastl. Vysledky téchto in oitro experimentd byly nasledné potvrzeny na mysich modelech experimentalni
fibrézy. Konstitutivni aktivace TGF-B signalni drahy spolecné s genetickou deleci GLIZ v koznich fibroblas-
tech vedla k redukované expresi TGF-B cilovych gent a klasickych ukazatelt kozni fibrézy jako jsou tloust-
ka dermis, pritomnost myofibroblast( a obsah kolagenu.

Hh signalni draha patri mezi morfogenni evoluc¢né konzervované signalizace urcujici bunécny osud bé-
hem embryonalniho vyvoje a tkarnové homeostazy 3. Zvysena exprese ligandd, funkéni mutace receptort
a deregulace transkripénich faktord Hh signalni drahy vsak vede k rozvoji a progresi nejen fibrotickych, ale
i nadorovych, a degenerativnich onemocnénich *-43, Role kanonické Hh signalni dréhy byla v SSc popséna
jiz drive. SHH, nejvice studovany Hh ligand *, stimuloval produkci kolagenu derméalnimi fibroblasty in vitro
a jeho nadmérna exprese byla dostatecna k rozvoji experimentalni kozni fibrézy in vioo *°. Naopak inhibice
Hh kanonické signalizace, inaktivaci SMO receptoru, zabranila rozvoji fibrézy v preklinickych zvirecich mo-
delech 5. Farmakologickéa inhibice SMO receptoru vede pouze k ¢astecnému potlaceni fibrotickych efektd,
jelikoz neovliviuje aktivaci GLIZ pomoci TGF-B, tzn. pomoci nekanonické Hh signalni dréhy. Toto tvrzeni je
podporeno vysledky nasi studie, kdy GLIZ inhibitor efektivné potlacil rozvoj kozni i plicni experimentalni
fibrézy, zatimco efekt SMO inhibitoru byl pouze ¢astecny. Za zminku stoji také fakt, ze GLIZ inhibitor byl
dobre tolerovan bez vyskytu vedlejsich efektt *7. Uginnost vétsiny inhibitord Hh signélnf drahy predev$im
v [é¢bé onkologickych onemocnéni je ve stadiu klinického testovéani *¢. Vismodegib, inhibitor SMO recepto-
ru, je prozatim jedinym farmakem schvalenym pro Ié¢bu dospélych jedinct s basocelularnim karcinomem
9. Potvrzena deregulace Hh signalni drahy u SSc, existence farmakologickych inhibitord a slibné vysledky
klinickych studii oteviraji nové moznosti cilené terapie SSc.

Roli nové objevenych profibrotickych molekul u SSc se zabyvé dalsi ¢ast této disertacni prace. Tribbles
homologue 3 (TRB3) fadime mezi pseudokindzy modulujicich funkce $iroké $kaly signalnich mediatord
°0-2 Mezi tyto mediatory patii napr. SMAD3, hlavni transkripéni faktor profibrotické TGF- signalni drahy.
TRB3 udrzuje SMAD3 v jadre pomoci primé interakce se SMAD3-MH2 doménou. Déle formuje komplex se
Smurf2 (Smad ubiquitination regulatory factor), ktery je nasledné degradovan. Timto zplsobem dochazi
k potlaceni degradace pSMAD3 *°. TRB3 byl rovnéz popséan jako medidtor AGEs (advanced glycation end
products) indukované exprese kolagenu typu | a lll °3. Na zékladé téchto poznatk(i byla vytvorena hypotéza
o mozné roli TRB3 u SSc. S vyuzitim in vitro a in vivo studiich byla potvrzena aktivace fibroblasté pomoci
TRB3. TGF-B stimuloval zvysenou expresi TRB3, ktery nasledné aktivoval TGF-/SMAD signalni drahu v SSc
fibroblastech. Tato pozitivni zpé€tné vazba byla narusena inaktivaci TRB3 a SMAD3. Stejny efekt inaktivace
TRB3 byl pozorovan u experimentélnich modeld kozni fibrézy. Nadmérna exprese TRB3 stimulovala akti-
vaci dermalnich fibroblastd, tzn. zvysenou expresi TGF-B cilovych gent, pPSMAD3 proteinu a produkci kol-
agenu, s podobnou efektivitou jako samotny TGF-B. Naopak geneticka inaktivace TRB3 inhibovala aktivaci
TGF-B cilovych gent °* Vysledky této prace charakterizuji TRB3 jako jednoho z novych mediatord TGF-B
kanonické signalni drahy.

TWIST1 je clenem super-rodiny transkripcnich faktord regulujicich predevsim bunécnou diferenciaci.
Tyto proteiny hraji esencialni roli v mesenchymalni tkdnové odpovédi a mohou indukovat epitelialni me-
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zenchymalni tranzici (EMT) jako nésledek tkanového poranéni *°. Za patologickych podminek vede nad-
mérna aktivace Twist1 transkripéniho faktoru k aktivaci nadorové progrese a tkanové fibrozy °6-6. S vyuzi-
tim experimentalnich modeld tkanové fibrdzy, které je nezavisla na EMT, bylo cilem této prace studium role
TWIST1 v aktivaci rezidentnich fibroblastd, charakteristika molekuldrni regulace a vyhodnoceni TWIST1
jako potencialniho terapeutického cile. Exprese TWIST1 byla zvysena v SMAD3-pozitivnich dermalnich
fibroblastech pacientl se SSc a v experimentalnich modelech kozni fibrézy. TGF-B stimuloval zvysenou
expresi TWIST1, ktery nasledné aktivoval fibroblasty pomoci p-38 signalni kaskady. Tento efekt byl zpro-
stredkovan TWIST1 homodimery. Nicméné, stimulacni efekt TGF-B nenf omezen jen na fibroblasty, ale i na
nadorové bunécné linie *°. TGF-B indukoval formaci TWIST1 homodimer( skrze aktivaci exprese inhibitord
DNA-vaznych protein, které maji vysokou afinitu pro E12/E47 a soutézi s TWIST1 o jejich vazebné misto
. Geneticka delece TWIST1 v dermalnich fibroblastech vedla k potlaceni rozvoje experimentalni fibrozy
1 Nejen TGF-B, ale i dalsi faktory jako je napf. tkanova hypoxie mohou vést ke zvysené expresi TWIST1.
Pravé tkanova hypoxie hraje dulezitou roli u SSc %23, Viysledky této prace popisuji novou roli TWIST1 tran-
skripéniho faktoru u SSc.

S100A4, rovnéz znamy jako metastasin, patii do rodiny kalcium vazajicich S100 proteind. Tyto proteiny
reguluji celou radu bunéénych procesti podstatnych pro udrzeni bunécné homeostazy 546> Intracelularné
se ST00A4 protein podili na cytoskeletéIni prestavbé. V extracelularnim prostoru pak reguluje usporadani
ECM %, Patologické role STOOA4 byla popséna v celé fadé nddorovych a autoimunitnich onemocnénti, jako
jsou napt. revmatoidni artritida a zanétlivé myopatie ¢-"%. Cilem této studie bylo popséani role ST00A4 pro-
teinu v patogenesi SSc. Exprese ST00A4 byla zvysena v kizi pacientl se SSc a u experimentalnich mysich
modell SSc. Nadmeérna exprese ST00A4 a stimulace pomoci ST00A4 rekombinantniho proteinu induko-
vala transformaci fibroblastd na kolagen produkujici myofibroblasty. Geneticka delece STO0OA4 redukovala
profibroticky efekt TGF- a snizila produkci kolagenu fibroblastovymi kulturami. Déale zabrénila rozvoji
fibrézy u mysich experimentalnich modeld SSc. Specificka monoklonalni protilatka snizila expresi TGF-B
cilovych gen a produkci kolagenu dermalnimi fibroblasty. Stimulacni efekt TGF-B na expresi ST00A4 neni
omezen jen na fibroblasty, ale rovnéz na razné typy nadorovych bunék 273, Samotné modulace TGF-B
signalni drédhy probiha pravdépodobné skrze primé interakce S100A4 proteinu a SMAD transkripéniho
faktoru . Exprese S100A4 je rovnéz indukovana tkanovou hypoxii . Pro terapeutické vyuziti se STO0A4
zda byt vhodnym cilem, jelikoz geneticka delece ST00A4 nesnizila bazalni produkci kolagenu a tento
terapeuticky pristup tak nemusi ovlivnit tkdnovou homeostazu. Vysledky této studie poukazuji na novy
potencialni cil 1écby SSc .

Sirtuiny jsou v zajmu védeckého badani predevsim diky jejich vlivu na délku zivota bunky. Tyto pro-
teiny ovliviuji celou radu bunécnych funkci jako napr. rezistence k stresu, metabolismus, cirkadialn{
bunécny rytmus a zénét *77. Sirt1l, NAD-dependentni deacetyléza, patii mezi nejvice studovany protein
regulujici transkripci gent skrze histon dependentni epigenetickou modifikaci 8. Sirt1 rovnéz interaguje
s transkripénimi faktory, jako jsou napr. SMAD3 a SMAD7 a aktivuje tak jejich proteazomalni degradaci
7980 Sirt1 také reguluje endogenni odpovéd na oxidativni stres, ktery hraje klicovou roli v patogenezi
SSc 8. Na zakladé téchto poznatkd byla vytvorena hypotéza o roli Sirt1 v patogenezi SSc. Exprese Sirt1
byla snizena v kzi pacientl se SSc i v pripadech mysich experimentélnich modeld. Aktivace Sirt1 vedla
ke zvysené aktivité SMAD reportérového konstruktu, zvysené transkripci TGF-B cilovych gend a produkci
kolagenu. Blokace Sirtl mRNA pomoci specifické siRNA indukovala inhibici TGF-B/SMAD signalni drahy
a redukci syntézy kolagenu in vitro a in vivo. | prestoze byla exprese Sirtl v tkani pacient snizena,
Sirt1 neni pravdépodobné schopny prerusit excesivni aktivaci TGF-f signalni dréhy. Dodate¢na inhibice
Sirt1 pomoci siRNA vsak vedla k naruseni profibrotickych mechanism@ TGF-B signéini kaskady ®. Sirt1
negativné reguluje expresi Smad7, endogenniho inhibitoru kanonické SMAD signalni drdhy a mdaze tu-
diz prispivat k aktivaci TGF-B/SMAD signalni drahy . Sirt1 rovnéz potlacuje expresi PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor gama), vyznamného inhibitora TGF-B/SMAD signalni kaskady ® a také
transkripénfho faktoru Nrf2 (Nuclear Factor, Erythroid 2 Like 2), ktery ma antioxidadni Gginky 8%, Za-
timco geneticka inaktivace Sirt1 zabrénila aktivaci rezidentnich fibroblastt &/, v epitelidlnich bunkéach
ledvin aktivovala EMT . Role Sirt1 je tudiz zavisla na buné¢ném typu a orgdnovém systému. Sirtl ma
pravdépodobné profibroticky efekt v orgdnovych systémech, ve kterych je vznik fibrézy zavisly na aktivaci
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fibroblastd, zatimco v epitelialnich organech jako jsou ledviny, zabranuje Sirt1 EMT epitelidlnich bunék a
limituje tak fibrozu.

6 ZAVER

Predlozena disertacni prace demonstruje jako prvni existenci nekanonické Hh signalni drahy u SSc. Déle
popisuje roli novych profibrotickych mediatord (TRB3, TWIST1, S100A4, Sirl) v patogenezi SSc. Vysledky
této disertacni prace prispély k charakterizaci novych potencialnich terapeutickych cilt SSc.
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ABSTRACT

Objectives: \We investigated the possible utilization of extracellular microRNAs as novel non-invasive
biomarkers for diagnostics of pregnancy-related complications such as gestational hypertension (GH),
preeclampsia (PE) and fetal growth restriction (FGR). First, we identified appropriate pregnancy-associated
(placenta specific) microRNAs in maternal circulation in pregnancies with normal course of gestation.
Then, we quantified selected extracellular C1I9MC microRNAs in maternal circulation overtime in normally
progressing pregnancies. Subsequently, we compared C19MC microRNA expression profiles in maternal
circulation between pregnancies with clinically established pregnancy-related complications (PE, FGR, GH)
and gestational-age-matched controls. Finally, monitoring of selected placenta specific CI9MC microRNAs
in maternal circulation within the first trimester of gestation was performed with the aim to identify
extracellular C19MC microRNAs able to differentiate between normal pregnancies and those at risk of
subsequent development of pregnancy-related complications.

Methods: The levels and expression profiles of extracellular placental specific microRNAs in circulation
of non-pregnant individuals and pregnant women were performed using real-time RT-PCR. The selection
of appropriate pregnancy associated microRNAs with the diagnostical potential was based on following
criteria: (1) detection rate of 100 % in term placentas, (2) detection rate of > 67 % in maternal plasma
throughout gestation and (3) detection rate of O % in whole peripheral blood and plasma samples of non-
pregnant individuals.

Results: We finally identified 7 extracellular CI9MC microRNAs (miR-516-5p, miR-517*, miR-518b,
miR-520a*, miR-520h, miR-525, and miR-526a) that were simultaneously negative in peripheral
blood samples derived from healthy non-pregnant women and were strongly positive in maternal
circulation throughout the whole period of gestation. Increased plasmatic levels and gene expression
of 5/7 C19MC microRNAs (miR-516-5p, miR-517*, miR-520a*, miR-525, and miR-526a) were observed
in women with established preeclampsia, whereas neither plasmatic levels nor gene expression of
these C19MC microRNAs differed between control cohort and patients with FGR and GH. First
trimester screening approach based on the combination of two placental specific C1I9MC microRNAs
(miR-520h and miR-518b) was able to identify women at risk of subsequent development of GH
with a PPV of 82.6% at a specificity of 92.9%. The miR-517-5p biomarker alone had a predictive
performance for preeclampsia with a sensitivity of 42.9%, a specificity of 86.2%, a PPV of 52.9%, and
a NPV of 80.6%.
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Conclusion: Extracellular C1I9MC microRNA biomarkers were identified that could confirm the diagnosis
of preeclampsia or predict later occurrence of GH and preeclampsia. Early diagnosis may afford benefits
such as to start early treatment or even to start early prevention of later development of pregnancy-related
disorders.

INTRODUCTION

MicroRNAs and their function in gene expression regulation

Previous decades unveiled a number of important cellular roles for diverse subset of non-coding RNA
(ncRNA) molecules, among them short RNAs called microRNAs, that are not translated into a protein
product, but function as critical structural molecules or regulators of various cellular processes. MicroRNAs
as molecules with regulatory function were described, for the first time, in nematode worm Caenorhabditis
elegans (C. elegans). Works by Chalfie et al. (1981) and Ambros (1989) revealed a gene fin-4 that is
important for normal larval development of C. elegans, since it is responsible for the progressive repression
of the lin-14 protein levels in first larval stage. Mutant C. elegans worms deficient in /in-4 function had
persistently high levels of lin-14 and displayed developmental timing defects, however, the mechanism for
control of /in-14 expression remained unknown.

Later, in 1993, Lee and colleagues found that /in-4 does not encode a regulatory protein, but it gives
rise to transcripts, which are complementary to sequences in the 3 untranslated region (3 UTR) of the
messenger RNA encoding the lin-14 protein and can regulate /in-14 mRNA translation via antisense
RNA:mRNA interaction. Since research in the field of short regulatory RNAs rapidly progressed, nowadays
more than 2588 mature microRNAs were identified.

Human microRNAs are located in all chromosomes except Y chromosome and are non-randomly
distributed in the human genome. The genomic distribution of microRNA genes is characterized by the
presence of families of several identical or closely related mature microRNAs, encoded within the same
genomic cluster. Up to 60% of known human microRNA genes are found in clusters carrying from two
to as many as 46 microRNAs. MicroRNAs encoded by genomic cluster frequently contain high sequence
homology, particularly within the seed sequence, shared common regulatory regions and are transcribed
as polycistronic primary transcripts (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al. 2001).

Depending on their genomic origin microRNAs can be categorized into four sub-types such as intergenic,
intronic, exonic, and others (Ying et al., 2010; Chien et al., 2011). The last three categories can be commonly
termed as intragenic microRNAs.

Intergenic microRNAs are transcribed from intergenic regions or gene deserts (Lagos-Quintana et al.
2001; Lau et al. 2001; Saini et al., 2008; Corcoran et al., 2009) between two consecutive protein coding
genes and they have their own promoters like the coding genes and the same transcription factors (Lee et
al., 2004; Aguda et al., 2008; Pichiorri et al., 2010; Wang et al., 2010).

Intragenic microRNAs can be located within introns or exons (Erdmann et al. 2000; Rodriguez et al.,
2004; Saini et al., 2008; Corcoran et al., 2009). Intragenic microRNA precursors located within introns,
exons or untranslated regions (UTRs) of protein-coding transcripts are preferentially in the same orientation
as the host gene, therefore these microRNAs share common promoters with their host genes and are
expressed simultaneously (Beskerville et al., 2005; Rodriguez et al., 2004; Wang et al., 2009; Aravin et al.,
2003; Lagos-Quintana et al. 2003, Lai et al. 2003, Lim et al. 2003).

Human microRNA biogenesis is a two-step process, taking place in both, nuclear and cytoplasmic
compartments, performed by two RNAIll endonucleases, Drosha and Dicer (Denli et al., 2004; Du and
Zamore, 2005; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004; Hutvagner et al., 2004; Lee et al., 2002; Lee et
al., 2003). The microRNA gene is transcribed to produce primary microRNA (pri-microRNA) transcript
containing stem-loop structured precursor microRNA (pre-microRNA) that is subsequently processed
to form microRNA duplex (microRNA:microRNA* duplex; passenger strand is designated with asterisk)
which finally delivers mature microRNA (Bartel and Chen, 2004). The single strand mature microRNA is
incorporated into the final effector protein complex RISC (RNA induced silencing complex) (Bartel, 2004).
This complex binds microRNA specifically, through Watson-Crick base-pairing, to 3’'UTR (untranslated
region) of the target mMRNA and negatively regulate its expression (Wightman et al., 1993; Lee and Ambros,



1993). A single microRNA guide can regulate several mRNA targets and conversely multiple microRNAs
can cooperatively regulate a single mRNA target (Bartel, 2004).

Extracellular microRNAs

For the first time, extracellular microRNAs were described in serum and plasma by Lawrie et al.,
who detected microRNAs in serum of patients with lymphomas (Lawrie et al., 2008) and Mitchell et al.
(2008), who demonstrated the presence of stable microRNAs in the human plasma of healthy subjects
and prostate cancer patients. MicroRNAs were subsequently detected in other body fluids and biological
samples including saliva (Park et al., 2009), sperm (Li et al., 2012), urine (Hanke at al., 2010) and milk
(Pigati et al., 2010).

Further research confirmed the high stability of microRNAs in bodily fluids (Turchinovich et al., 2011;
Park et al., 2009; Chen et al., 2008). These observations indicate that microRNAs are protected in the
extracellular environment against the effects of RNases and degradation.

Extracellular microRNAs were detected in exosomes (Valadi et al., 2007), microvesicles and apoptotic
bodies in peripheral blood samples (Hunter et al., 2008). It was showed later that most extracellular
microRNAs are located outside the membrane vesicles in the complex with the Ago2 or NPM1 proteins
(Arroyo et al., 2011). A small fraction of extracellular microRNAs was also detected in human plasma in
complex with HDL particles (Vickers et al., 2011).

Extracellular microRNAs, which are bound only to protein complexes, are apparently released to
extracellular environment passively during cell death (Turchinovich et al., 2012), however active export
of microRNA-protein complexes was also described (Wang et al., 2010). MicroRNAs are further secreted
into the extracellular environment through microvesicles and apoptotic bodies. It was found that the
microRNA spectrum in vesicles not always have correlate with the microRNA profile in the original cells
because selective secretion of specific microRNAs is applied (Wang et al., 2010).

microRNAs in normal pregnancy

During pregnancy, development of the highly specialized vital fetal organ - placenta, in maternal body
is crucial to support normal growth and development of the fetus (Gude et al., 2004).

Numerous studies have shown that a large number of microRNAs is expressed in trophoblast cells and
human placental tissue.

Placenta expresses a large number of ubiquitous as well as specific microRNAs, such as the members of
chromosome 19 microRNA cluster (C19MC), chromosome 14 microRNA cluster (C14MC) and miR-371-3
cluster that are almost exclusively or preferentially expressed in the placenta (Morales-Prieto et al., 2012;
Donker et al., 2012).

MicroRNAs regulate trophoblast cell proliferation and apoptosis during placental development. While
several microRNAs were reported to enhance trophoblast cell proliferation and/or survival (Luo et al.,
2012; Pineles et al., 2007; Morales-Prieto et al., 2011; Segura et al., 2009), other microRNAs act in the
opposite way (Li et al., 2013; Dai et al., 2012; Gao et al., 2012; Keniry et al., 2012). Migration and invasion
of extravillous trophoblasts (EVTs) to the decidua and myometrium, the critical events during placentation
(Chelbi et al., 2008), are influenced by microRNAs, that can exert positive effect (miR-195, miR-376¢, and
miR-378a-5p)(Fu et al., 2013; Luo et al., 2012) as well as negative effect (miR-210, miR-34a, and miR-29b)
(Zhang et al., 2012; Umemura et al., 2013; Pang et al., 2010; Li et al., 2013) on trophoblast cell migration
and invasion by modulating the activity of signalling pathways, enzymes, and adhesion molecules.

In 2009, Luo et al. demonstrated that microRNAs produced by human trophoblast cells can be secreted
into maternal plasma or serum through an exosome-mediated pathway (Luo et al., 2009). Further studies
confirmed that trophoblast-specific and nonspecific microRNAs are released to the extracellular fluid and
are detectable in maternal circulation during pregnancy. For example, Chim et al. (2008) confirmed that
4 miRNAs from tested set with the highest expression in placenta (miR-141, miR-149, miR-299-5p, and
miR-135b) were also detected in maternal plasma, with the highest expression rates in late pregnancy
(near before the delivery), and with significantly reduced detection rates in postdelivery plasma (Chim et
al., 2008). Gilad et al. (2008) reported that serum levels of three placental microRNAs (miR-526a, miR-527,
and miR-520d-5p) allowed accurate differentiation between pregnant and non pregnant women (Gilad et
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al., 2008). Miura et al. (2010) revealed significant increase in plasma concentration of CI9MC microRNAs
(miR-515-3p, miR-517a, miR-517c, miR-518b, miR-526b) with advancing pregnancy.

Pregnancy-related complications

Hypertensive disorders of pregnancy (HDP) are among the main medical problems encountered during
pregnancy (Jim et al., 2010), occurred in about 20.7 million of women in 2013 (GBD 2015 Disease
and Injury Incidence and Prevalence Collaborators, 2015). It is estimated that about 10% of pregnancies
are complicated by hypertensive disorders worldwide with rates increasing in developing world (WHO
Guidelines Approved by the Guidelines Review Committee, 2011; Lo et al., 2013).

Gestational hypertension

- is characterized as new-onset elevation of blood pressure after 20 weeks of gestation, without the
presence of proteinuria or other signs of preeclampsia, however approximately 50% of women diagnosed
with gestational hypertension between 24 and 35 weeks’ gestation ultimately develop preeclampsia (Barton
et al., 2001). The failure of blood pressure to normalize postpartum requires changing the diagnosis to
chronic hypertension.

Preeclampsia (PE)
- complicates 3-8% of pregnancies worldwide (Kanasaki et al., 2009; Uzan et al., 2011; Sibai, 2005),
however geographic, social, economic, and racial differences are thought to be responsible for incidence
rates up to 3 times higher in some populations (Sibai 2005). Preeclampsia is one of the leading causes
of maternal, as well as perinatal morbidity and mortality, especially in developing countries (Chelbi and
Vaiman, 2008; Berg et al., 2009; MacKay et al., 2001), probably accounts for 50,000 - 76,000 maternal and
500,000 infant deaths worldwide every year (Duley, 2005; Ghulmiyyah and Sibai, 2012; Whitworth, 2003).
The sequence of events that leads to the development of PE may be explained by two stages: first
(placental) stage, which occurs early in pregnancy, is characterized by defective trophoblastic invasion
causing inadequate remodelling of maternal spiral arteries resulting in a deficient maternal blood supply
to the placenta, that causes placental ischemia and hypoxia with local oxidative stress reaction. Following
second (peripheral) stage results in a systemic inflammatory response and endothelial dysfunction (Sargent
et al., 2006), and leads to the onset of the clinical symptoms of PE (Ness and Roberts, 1996; Sargent et
al., 2006).

Fetal growth restriction

Fetal growth restriction (FGR) is a common pregnancy-related complication characterized as failure of
a fetus to reach its growth potential, which occurs in 3-10% of all pregnancies, representing one of the
leading causes of perinatal morbidity and mortality (Bernstein et al., 2000).

Small for gestational age (SGA) and FGR refers to the fetus who does not achieve the expected in utero
growth potential due to multiple factors, involving genetic or environmental factors. SGA and FGR are
defined as an estimated fetal weight below 10" percentile.

Dysregulation of microRNA expression in pregnancy-related complications

Recognizing the importance of microRNA expression for the development of pregnancy-related
complications is a relatively recent phenomenon, dating to 2007, when the first study on altered placental
microRNA expression in PE pregnancies was published (Pineles et al., 2007). Subsequent studies have
reported aberrant expression of both, abundant and placenta-specific microRNAs in placental tissues in
various pregnancy-related complications such as PE and FGR/IUGR.

Women with preeclampsia exhibit, for example increased placenta expression levels of miR-210 typically
induced by HIF-1a. (Zhang et al., 2012; Pineles et al., 2007; Muralimanoharan et al., 2012; Ishibashi et al.,
2012; Enquobahrie et al., 2011; Xu et al., 2014; Zhu et al., 2009). Elevated levels of placental miR-210 may
contribute to the pathogenesis of preeclampsia (Anton et al., 2013; Muralimanoharan et al., 2012; Colleoni
et al., 2013; Myatt et al., 2014; Kopriva et al., 2013).
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A link between up-regulation of miR-1585 in preeclamptic placentas (Pineles et al., 2007; Zhang et al.,
2010), and the innate immune response has been suggested.

The expression of miR-141 is elevated in FGR placental tissues, suggesting that this microRNA may
play important roles in pathogenesis of the disease by suppressing several target genes such as EZ2F
transcription factor 3 (E2F3) and pleomorphic adenoma gene 1 (PLAGI).

In FGR placentas, hypoxia significantly increases levels of miR-424, which results in reduction of
both mRNA and protein levels of mitogen-activated protein kinase 1 (MEK1) and fibroblast growth factor
receptor 1 (FGFR1). Since FGFR1 mediates functions of VEGF, it is possible that increased levels of miR-424
contribute to FGR by affecting normal vascularity in placenta (Huang et al., 2013).

AIMS OF THE THESIS

The primary objective of this work was to investigate the possible utilization of recently discovered
small non-coding RNA molecules, called microRNAs, as novel non-invasive biomarkers for diagnostics of
severe pregnancy-related complications associated with placental insufficiency (preeclampsia and/or fetal
growth restriction). Since early and correct diagnosis may afford benefits such as to start early treatment
or even prevention of placental-insufficiency related disorders, the discovery of new biomarkers with high
sensitivity and specificity remains the desired golden grail in the field of non-invasive prenatal diagnosis
(NIPD). To try to achieve this goal, we have performed the following studies:

~ |dentification of appropriate pregnancy-associated (placenta specific) microRNAs in maternal circulation
in pregnancies with normal course of gestation

- Quantification of selected extracellular CI9MC microRNAs in maternal circulation overtime in normally
progressing pregnancies

- Comparison of C19MC microRNA expression profiles in maternal circulation between pregnancies
with clinically established pregnancy-related complications (PE, FGR, GH) and gestational-age-matched
controls

- Monitoring of selected placenta specific C19MC microRNAs in maternal circulation within the
first trimester of gestation and subsequent identification of extracellular C19MC microRNAs able to
differentiate between normal pregnancies and those at risk of subsequent development of pregnancy-
related complications

MATERIALS AND METHODS

Materials and methods are entirely described in full-text version of Ph.D. thesis and in related manuscripts.
We can summarize them as follows:
— Collection of peripheral blood and placenta samples
- total RNA was extracted from 1 ml of maternal plasma and placenta samples and highly enriched
for small RNAs
- detection of pregnancy-associated microRNAs using two-step quantitative real-time RT-PCR
- both, absolute and relative quantification approaches were used for data evaluation
— receivers operating characteristic (ROC) curves were constructed
- function and functional relationship analysis of predicted targets of extracellular CI9MC microRNAs
was performed

RESULTS

Identification of appropriate pregnancy-associated (placenta specific) microRNAs in
maternal circulation in pregnancies with normal course of gestation
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The selection of appropriate pregnancy associated microRNAs with the diagnostical potential was based
on following criteria:
(1) detection rate of 100 % in full-term placentas,
(2) detection rate of > 67 % in maternal plasma throughout gestation (at least 4 positive wells out of
6 tested wells), and
(3) detection rate of 0 % in whole peripheral blood and plasma samples of non-pregnant individuals.

From 20 selected microRNAs, all were reliably detectable in the fetal part of the placenta; however,
microRNAs with late amplification in the placenta (miR-136 and miR-519a) were undetectable in maternal
plasma. On the base of our selection criteria, microRNAs that were detected in blood cells of healthy non-
pregnant women (miR-34, miR-224, miR-512-5p, miR-515-5p, miR-518f*, miR-519d, and miR-519¢) as
well as microRNAs with negative and/or inconsistent results in maternal circulation throughout gestation
(miR-34¢, miR-136, miR-372, miR-518f*, miR-519¢, miR-524-5p, miR-519a, and miR-526b) were excluded
from further analysis.

We finally identified seven extracellular CI9MC microRNAs (miR-516-5p, miR-517*, miR-518b, miR-
520a*, miR-520h, miR-525, and miR-526a) that were simultaneously negative in the whole peripheral
blood and plasma samples derived from healthy non-pregnant women (10 negative wells out of 10 tested
wells) and were strongly positive in maternal circulation throughout the whole period of gestation.

These seven extracellular CI9MC microRNAs (miR-516-5p, miR-517*, miR-518b, miR-520a*,
miR-520h, miR-525, and miR-526a) were identified to be pregnancy associated microRNAs with
diagnostic potential.

Quantification of selected extracellular C19MC microRNAs in maternal circulation overtime
in normally progressing pregnancies

Using both absolute and relative quantification approaches, we explored extracellular C1I9MC microRNA
levels in maternal plasma samples harvested during the first, second and third trimesters from normally
progressing pregnancies. Increasing levels of all examined C19MC microRNAs were observed throughout
gestation in normal pregnancies (accompanying progression of gestation from the first to the third
trimester), which may be linked to the growing mass of the placenta. In accordance with that highest
concentrations and expression of circulating placental specific CI9MC microRNAs were observed during
the third trimester of gestation.

Unfortunately, absolute and relative quantification approaches of CI9MC microRNAs in maternal plasma
samples derived from normal pregnancies and those with onset of pregnancy-related complications s
showed no statistically significant difference between the cohorts.

Subsequently, plasma samples derived at various gestational stages from pregnancies that later
developed placental insufficiency related complications (1 IUGR, 5 PE, 1 PE and IUGR) revealed significant
elevation of extracellular microRNA levels and expression in maternal circulation during early gestation in
all cases (between 12" and 16" weeks of gestation). During late gestation (from the 20" week until term)
the levels of extracellular microRNAs decreased significantly until they finally reached the corresponding
levels of gestational-age-matched normal pregnancies.

The data obtained in this pilot study suggests the potential of extracellular C19MC microRNAs to
differentiate, at the beginning of gestation, between patients at risk of later development of placental
insufficiency related complications and normal pregnancies.

Comparison of C19MC microRNA expression profiles in maternal circulation between
pregnancies with clinically established pregnancy-related complications (PE, FGR, GH) and
gestational-age-matched controls

The follow-up study on C19MC microRNA plasmatic levels and gene expression profiles performed on

large cohort of patients that can be subdivided into various most specific subgroups showed significant
results. Increased plasmatic levels and gene expression of 5 out of 7 C19MC microRNAs (miR-516-5p, miR-
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517* miR-520a* miR-525, and miR-526a) were observed in women with pregnancy-related complications
compared to normal pregnancies.

Detailed analysis revealed increased levels and gene expression of miR-516-5p, miR-517%, miR-520a",
miR-525, and miR-526a in the group of patients with established preeclampsia, whereas neither plasmatic
levels nor gene expression of these C19MC microRNAs differed between control cohort and patients with
FGR and GH. Plasmatic concentrations and/or expression profiles of C19MC microRNAs did not show
any association with the severity of the disease with respect to clinical signs and requirements for the
delivery. Similarly, association between C19MC microRNA plasmatic levels and/or gene expression and
the occurrence of previous hypertension in the cohort of patients with preeclampsia was not determined.
While our data may be partially supported by Mouillet et al. (2010), who have recently observed no
significant difference in relative placental specific microRNA levels (miR-518b) in FGR plasma samples,
they are inconsistent with the study of Yang et al. (2011), who observed up-regulation of extracellular
miR-520h in four patients with preeclampsia.

There was no difference in microRNA plasmatic levels and/or gene expression between pregnancies
with abnormal and normal blood flow velocity waveforms with the exception of miR-526a, which was
up-regulated in the group of patients with abnormal blood flow velocity waveforms in the umbilical
artery. Consecutive correlation analysis revealed that the pulsatility index (PI) in the umbilical artery did
not correlate with microRNA plasmatic concentrations and/or gene expression. However, a weak negative
correlation between the Pl in the middle cerebral artery and C19MC microRNA plasmatic concentrations or
gene expression (mMiR-516-5p, miR-517*, miR-520a*, miR-525, and miR-526) was observed. Furthermore, a
weak negative correlation between cerebroplacental ratio and C19MC microRNA plasmatic concentrations
and gene expression (miR-520a*, and miR-526a) was found.

Overall, results of the study indicated that the up-regulation of miR-516-5p, miR-517%, miR-520a*, miR-
525 and miR-526a is a characteristic phenomenon of established preeclampsia.

The function and functional relationship analysis of predicted targets of the five elevated extracellular
C19MC microRNAs in patients with established preeclampsia indicated that a large group of genes was
connected to the regulation of the immune system and inflammatory response.

Monitoring of selected placenta specific CL9MC microRNAs in maternal circulation within
the first trimester of gestation and subsequent identification of extracellular C19MC
microRNAs able to differentiate between normal pregnancies and those at risk of subsequent
development of pregnancy-related complications

Study performed on the samples collected during the first trimester screening, revealed increased
plasmatic levels of miR-516-5p, miR-517*, miR-520h, and miR-518b in those women who subsequently
developed gestational hypertension when compared to normal pregnancies. Increased levels (miR-517-5p,
miR-518b, and miR-520h) or a trend towards increased plasma levels (miR-520a-5p, and miR-525-5p) of
C19MC microRNAs were observed during the first trimester of gestation also in maternal plasma samples
derived from women who developed preeclampsia compared to women with normal pregnancies. No
difference in plasma levels of CI9MC microRNAs between the control group and the group of patients
destined to develop IUGR was found.

The predictive accuracy of single first trimester plasmatic microRNA biomarkers was assessed. In
patients with gestational hypertension the best positive predictive value (84.6%) and specificity (92.9%)
was observed for miR-520h. Although, miR-516-5p had significantly higher AUC than miR-518b, finally
miR-518b showed better PPV (73.3%) and specificity (85.7) than miR-516-5p. MiR-516-5p predicted the
subsequent occurrence of gestational hypertension with a sensitivity of 80.0%, a specificity of 82.1% and a
PPV of 70.6%. In patients, who develop preeclampsia later in pregnancy, miR-517-5p biomarker alone had a
predictive performance for preeclampsia with a sensitivity of 42.9%, a specificity of 86.2%, a PPV of 52.9%,
and a NPV of 80.6%. There was no additive effect of using the combination of all examined circulating
C19MC microRNAs to predict preeclampsia (sensitivity 20.6%, specificity 90.8%, a PPV of 44.8%, and a NPV
of 76.0 %). Unfortunately, no extracellular CI9MC microRNA predictive biomarkers for later occurrence of
IUGR have been identified.
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Individual maternal plasma/serum markers have not usually performed well as screening tests for
preeclampsia and fetal growth restriction, because the predictive value of each biomarker is low; therefore,
combined screening tests to assess the risk of preeclampsia and fetal growth restriction are currently used
in practice (Poon et al., 2014; Scazzocchi et al. 2016; Crovetto et al., 2016). In a proposed new approach
to prenatal care, screening using a combination of maternal risk factors, mean arterial pressure, uterine
artery Doppler, and maternal serum biomarkers (pregnancy-associated plasma protein-A and placental
growth factor) can identify up to 95% of cases with early onset of preeclampsia for a false-positive rate of
10% (Poon et al., 2014; Scazzocchi et al., 2016). Another model including maternal characteristics, mean
arterial pressure, uterine artery Doppler, placental growth factor, and soluble Fms-like tyrosine kinase-1
achieved an overall detection rate of 71.4% for fetal growth restriction, with a 10% false positive rate
(Crovetto et al., 2016).

Our first trimester screening approach for gestational hypertension based on the combination of two
placental specific CI9MC microRNAs (miR-520h and miR-518b) was able to identify women at risk of
subsequent development of GH with a PPV of 82.6% at a specificity of 92.9%. Other C19MC microRNA
combinations (miR-516-5p and miR-520h or miR-516-5p and miR-518b) showed lower PPV than the miR-
520h biomarker alone or in combination with miR-518b. However, there was no additive effect of using
the combination of all examined circulating C19MC microRNAs to predict preeclampsia (sensitivity 20.6%,
specificity 90.8%, a PPV of 44.8%, and a NPV of 76.0 %).

Function and functional relationship analysis of predicted targets of up-regulated extracellular CI9MC

microRNAs indicated an extensive group of pregnancy-related genes (miR-516-5p: 53 out of 349; miR-
517" 21 out of 179; miR-518b: 4 out of 42; miR-520h: 65 out of 509).
Several target genes were previously described as aberrantly expressed in various biological samples derived
from patients with clinical symptoms of pregnancy-related complications such as gestational hypertension,
preeclampsia (with or without intrauterine growth restriction), HELLP syndrome, fetal growth restriction
and/or small for gestational age, gestational diabetes mellitus, spontaneous abortions, miscarriages,
recurrent pregnancy loss and ectopic pregnancy. Some of predicted targets such as PAPPA, SP1 (PSG2,
PSG3, PSG5, PSG6, PSGY, PSG11), LHCGR, FLT1, ANGPT1 have been shown to be potential non-invasive
early biomarkers for pregnancy-related complications such as gestational hypertension, preeclampsia,
small for gestational age, miscarriage, preterm delivery, stillbirth and aneuploid foetuses.

GENERAL DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The goal of our study was to shed, at least partially, some light on complex processes leading to the
onset of pregnancy-related complications involving life-threatening conditions for both, the mother and the
fetus, with special focus on extracellular placental specific microRNAs, mainly C19MC microRNAs. Special
attention was paid to the investigation of appropriate novel biomarkers for non-invasive prenatal diagnosis
that could contribute to early and accurate identification of patients at high risk of later development of
gestational hypertension, preeclampsia and/or fetal growth restriction.

After discovery of short non-coding RNAs, and mainly microRNAs that significantly affect gene
expression, several questions have raised in the field of gynecology and obstetrics. For example, whether
placenta specific microRNAs are also released into maternal circulation during normal gestation and if
so, could be exploited for non-invasive prenatal diagnosis, at least of chromosomal aneuploidies and
pregnancy-related complications. This question was soon partially answered by Chim et al. (2008), who
demonstrated that four microRNAs highly expressed in placenta (miR-141, miR-149, miR-299-5p and miR-
135b) were abundant in plasma of pregnant women and rapidly cleared from maternal circulation after
delivery. Shortly thereafter, Luo et al. observed that placental specific microRNAs are likely constituents of
chorionic villous trophoblasts and are released extracellularly into maternal circulation during pregnancy
via exosomes (Luo et al., 2009).

In our study we examined, first of all, whether 20 selected microRNAs (miR-518b, miR-34c, miR-372, miR-
135b, miR-512-5p, miR-515-5p, miR-516-5p, MiR-517*, miR-518f*, miR-519a, miR-519d, miR-519¢, miR-
520a*, miR-520h, miR-524-5p, miR-525, miR-526a and miR-526b), including C1I9MC microRNAs, are really
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highly expressed in placental tissues and should be therefore called “placental specific”. As expected all 20
selected microRNAs were detectable in the fetal side of placenta. This was also confirmed later when the
expression of C19MC microRNAs has been observed in placental tissue (Donker et al., 2012; Wang et al.,
2012), trophoblast cell lines (Morales-Prieto et al., 2012) and placenta-derived stromal cells (Flor et al., 2012).

Based on our pre-defined criteria for selection we excluded from the consecutive study those microRNAs
that were either detected in whole peripheral blood of non-pregnant healthy individuals or were
undetectable/inadequately detectable in maternal plasma samples during pregnancy. For example, like
Chim et al. (2008), we demonstrated the absence of miR-135b in non-pregnant women and its presence in
maternal circulation, but only during late gestation, and therefore we decided to exclude miR-135b from
other testing.

Finally, 7 placenta specific CI9MC microRNAs (miR-516-5p, miR-517*, miR-518b, miR-520a*, miR-520h,
miR-525 and miR-526a) that were reliably detected in maternal circulation throughout the whole period
of gestation were identified. These C19MC microRNAs also fulfilled our predefined criteria on potential
NIPD biomarkers.

Previously published studies showed increasing levels of circulating nucleic acids (DNA and mRNA) with
advancing gestation, which reflects the growth of the placenta (Lo et al., 1998; Ng et al., 2003; Sedlackova
et al., 2011a, b) Our data obtained from both absolute and relative quantification approaches revealed
progressively increasing levels of selected placenta specific CI9MC microRNAs (miR-516-5p, miR-517%,
miR-518b, miR-520a*, miR-520h, miR-525, and miR-526a) in maternal circulation during normally ongoing
pregnancies, which may be linked to the rising mass of the placenta. The highest concentrations and
expression levels of circulating C19MC microRNAs were observed during the third trimester of gestation.

Contrarily to our expectancies, as well as to the fact that the onset of preeclampsia and/or IUGR was
accompanied by excessive placental trophoblast apoptosis associated with increased extracellular DNA
levels in maternal circulation (Farina et al., 2004; Zhong et al., 2007; Tsui et al., 2007; Hromadnikova et
al., 2010; Sekizawa et al., 2003), levels of selected placenta specific C1I9MC microRNAs in maternal plasma
showed in our pilot study no statistical difference between normal pregnancies and those with clinically
established pregnancy-related complications (preeclampsia and/or IUGR). Our findings may be partially
supported by the study of Mouillet et al. who also observed no significant difference in placental specific
C19MC microRNA levels (miR-517a and miR-518b) in maternal plasma samples when normal and fetal
growth restriction pregnancies were compared (2010).

Within the framework of our pilot study, we surprisingly revealed that levels of examined placental
specific C19MC microRNAs exceeded, within 12 to 16" weeks of gestation, in patients who later developed
pregnancy-related complications, the explicitly defined cut-offs (mean plus two standard deviations) of
the control cohort at the appropriate gestational age. We assume that increased expression of placental
C19MC microRNAs might reflect aberrant placentation that leads to inadequate uteroplacental blood
perfusion and ischemia followed by an increased apoptosis of placental trophoblasts (Khong et al., 1967).

In consequence to our pilot study, we performed next study on the sufficiently expanded cohort of novel
patients with pregnancy-related complications to achieve adequate power of the study. Using both, absolute
and relative quantification approaches, an upregulation of circulating C19MC microRNAs (miR-516-5p,
miR-517-5p, miR-520a-5p, miR-525 and miR-526a) in patients with clinically established preeclampsia
w or w/o fetal growth restriction was demonstrated. Unfortunately, no difference in extracellular C1I9MC
levels was observed between patients with FGR and normal pregnancies.

Furthermore, the dependence between the levels of extracellular C19MC microRNAs in maternal
circulation and the pulsatility index in the middle cerebral artery (miR-516-5p, miR-517-5p, miR-520a-
5p, miR-525, and miR-526a) and the cerebroplacental ratio (miR-520a-5p, and miR-526a) was observed
in patients with preeclampsia and/or FGR. Unfortunately, limited data comparing extracellular C19MC
microRNA levels between the groups of normal and complicated pregnancies are available. Our data are
inconsistent with Yang et al. (2011), who observed up-regulation of extracellular miR-520h in four patients
with preeclampsia. On the other hand, our findings may be supported by Mouillet et al. (2010), who also
demonstrated no significant difference in extracellular placental specific microRNA levels, inclusive of miR-
518b, in plasma samples between patients with normally progressing pregnancies and those with fetal
growth restriction.
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Our last two studies were focused on risk assessment for pregnancy-related complications based
on maternal plasma concentrations of placental specific CI9MC microRNAs in early pregnancy in an
unselected population.

Our results demonstrated that up-regulation of circulating C19MC microRNAs (miR-516-5p, miR-517-
5p, miR-518b, and miR-520h) is a characteristic phenomenon of early pregnancy destined to develop
not only placenta-insufficiency related complications (Hromadnikova et al., 2012), but also gestational
hypertension. Similarly, our current study revealed up-regulation of circulating C19MC microRNAs (miR-
517-5p, miR-518b, and miR-520h) in early pregnancy in women who later developed preeclampsia. First
trimester higher plasmatic levels of miR-520h, miR-518b, miR-516-5p and miR-517-5p certainly appears to
be predictive of subsequent gestational hypertension, respectively. Effective screening for the later onset
of gestational hypertension and preeclampsia can be achieved during the first-trimester of pregnancy by
monitoring of a single extracellular CI9MC placental specific microRNA biomarker (miR-517-5p for the
prediction of preeclampsia and miR-520h for the prediction of gestational hypertension). Alternatively, the
combination of 2 placental specific C19MC microRNA biomarkers (miR-520h and miR-518b) may be used
to predict the occurrence of gestational hypertension. Unfortunately, first trimester screening of women
had no clinical utility relative to the development of IUGR using extracellular CI9MC microRNA biomarkers.

Other studies evaluated the ability of extracellular microRNA profiles to identify patients at higher risk
of later development of pregnancy-related complications a priori (during the first trimester of gestation)
in unselected population, however majority of studies focused on microRNAs not encoded by C19MC
microRNA cluster, therefore we can not discuss our results adequately.

Our study has provided new promising biomarkers for screening approaches for severe pregnancy-
related complications. However, other consecutive large scale studies are needed before implementation
of extracellular C19MC microRNA biomarkers into routine praxis in the field of gynecology and obstetrics.
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ABSTRAKT

Akutni leukemie patii mezi nejcastéjsi typ nadorového onemocnéni u déti. Prestoze se prognoza dét-
skych pacient( vyrazné zlepsila, stale existuji pacienti, jejichz leukemické bunky jsou vici 1éCbé rezistentni
nebo se jim onemocnéni opakované vraci. Z tohoto divodu je nutné rozsirovat znalosti o patogenezi
leukemickych bunék pomoci nejnovéjsich technologii. Castym piistupem k této problematice je expresni
profilovani nebo celogenomové sekvenovani za Gcelem hledani mutaci na Grovni DNA. Vzhledem k tomu,
7e ne vzdy mutace DNA nebo hladina mRNA koreluje s pritomnosti nebo funkénosti proteinu, je nutné tyto
techniky doplnit inovativnimi néstroji proteomiky. V predklddané dizertaéni prace jsme porovnali separaci
mononukledrnich bunék periferni krve zdravych darcti (n=7) pomoci ndmi navrzené CD81+ imunoafinitnf
chromatografie (tzv. CD81+ T-Catch™) se standardné pouzivanou separaci pres hustotni gradient Ficoll
-Paque™ pro hmotnostni cytometrii. Pomoci 21 protilatek konjugovanych s tézkymi kovy jsme definovali
17 cilovych lymfocytarnich subpopulaci, 2 kontaminujici subpopulace (Eervené krvinky a krevni desticky)
a 6 dal$ich (necilovych) subpopulaci bunék periferni krve. Zjistili jsme, Zze obéma postupy ziskame srovna-
telné zastoupeni vsech cilovych lymfocytarnich populaci, pomoci CD81+ T-Catch™ ziskame produkt s nizsi
vytéznosti a také dochéazi k nezddouci depleci NK bunék a bunék vrozené imunity. Naproti tomu ziskame
produkt s nizsi kontaminaci krevnich desti¢ek (volnych i vazanych) a tim se vyrazné zkrati doba stravena
vlastnim nahravanim pomoci hmotnostniho cytometru.

Ve druhé céasti této prace jsme pomoci inovativni bead-based protilatkové array Size-Exclusion Chro-
matography — Microsphere-based Affinity Proteomics (SEC-MAP) profilovali leukemické buriky. Metoda
SEC-MAP je schopna detekovat stovky proteind v jednom vzorku spole¢né s rozlisenim proteind pod-
le velikosti. Nejprve jsme optimalizovali laboratorni a vyvinuli semi-automatické analyzacni postupy
na leukemickych bunécnych liniich. Poté jsme ovérili, ze SEC-MAP je schopna identifikovat jiz popsané
diferencialné exprimované proteinové entity po cilené 1écbé leukemickych bunék imatinib mesylatem
a déle jsme nalezli kvantitativni korelaci u 18/31 mérenych imunofenotypovych znakl mezi SEC-MAP
a polychromatickou prdtokovou cytometrii. Takto jsme validovali metodu SEC-MAP pro pouziti na leuke-
mickych bunkach. Nakonec jsme se zamérili na proteomické profilovani bunék détské akutni leukemie.
Na kohorté pacientt (n=51) jsme nalezli a nasledné& validovali 47 diferencialné exprimovanych antigen(
mezi jednotlivymi podtypy détské akutni leukemie. Vzhledem k tomu, Ze ke zpracovéani kostni drené
pacientt Casto probiha 24h po jeji aspiraci, hledali jsme znaky, které by identifikovali probihajici ex vivo
apoptdzu. Pomoci SEC-MAP jsme nalezli 27 proteinovych entit, které byly diferencialné exprimované mezi
degradovanymi a nedegradovanymi vzorky pacient( s B-prekurzorovou akutni lymfoblastickou leukemir.
Zjistili jsme, ze Stépeni kinas ABL1 a AKT1 slouzi jako spolehlivy ukazatel probihajici apoptdzy, zatimco
beta-aktin stépeny neni.

V rdmci predkladané dizertadni prace byly zavedeny dvé nové techniky proteomiky (i) izolace mono-
nuklearnich bunék periferni krve pomoci CD81+ T-Catch™, coz se ukéazalo byt vhodnou izolaéni metodou
pro hmotnostnf cytometrii a (ii) ukazali jsme, e metoda SEC-MAP je schopna detekovat stovky protein(
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v bunkéch pacientl s détskou akutni leukemii, identifikovat proteiny zménéné lécbou a nalézt diferenciél-
né exprimované proteiny mezi jednotlivymi skupinami détské akutni leukemie.

1 UvVoD
1.1. Détské leukemie

Leukemie pat¥ mezi nejéastéj$i nadorova onemocnéni u déti, v Ceské Republice kazdy rok onemocni 90-
100 déti. Leukemie ¢itaji kolem 30% vSech nadorovych onemocnéni détského veéku. * Jedné se o onemocnéni
zpUsobené klonalni proliferaci maligné transformovanych hematopoetickych bunék. ¢ Leukemie je pomérné
heterogenni skupina onemocnéni, které se v zékladu déli podle pribéhu onemocnéni na akutni a chronickou
a také podle ptvodu bunék, u kterych doslo k malignimu zvratu, na lymfoblastickou (vychazejici jak z B-,
tak z T-lymfocyt(l) a myeloidni. V détském véku se nejcastéi vyskytuji akutni lymfoblasticka leukemie (ALL),
Citajici kolem 80% vsech piipadd, dale akutni myeloidni leukemie (AML), kterd postihuje cca 15% détskych
pacientd, a nakonec chronickd myeloidn{ leukemie (CML), postihujici cca 3% détskych pacient(. Chronické
lymfocytarni leukemie déti nepostihuje. VSechny uvedené typy leukemii se dale déli na dalsi podtypy, které
maji ¢asto své specifické Iécebné protokoly. Velka ¢ast détskych pacientd s leukemii vykazuje genetické abe-
race, které mohou byt jak numerické, tak strukturalni, nékteré z nich maji primy vliv na prognézu pacienta.
U vétsiny pacientl s détskou leukemif je presné pricina jejich onemocnéni nezndma, prestoze pro nékteré
genetické aberace bylo prokazano, Ze zpdsobuji leukemii. 3+ Ceské Republika pouzivé lé¢ebny protokol me-
zinarodni skupiny iBFM, pojmenované podle zakladatelskych mést Berlin, Frankfurt a Munster, ktera vytvari
lécebné protokoly pro [écbu détskych leukemii. Akutni leukemie jsou klasifikovany pomoci morfologie, ktera
se Kdi Francouzsko-Americko-Britskym (FAB) systémem na tfi (v pripadé ALL) popF. osm (v pfipadé AML)
podtypy. > Druhym klasifikaénim systémem je imunofenotypové analyza, ktera se ridi pravidly udéavanymi
klasifikaci Evropskou skupinou pro imunologickou charakterizaci leukemii (EGIL). 7 V lé¢ebnych protokolech
jsou pacienti nejprve rozdéleni do tif skupin podle rizika na zakladé véku, pocétu bilych krvinek, ¢asné od-
povedi na lécbu a nepriznivych genetickych aberaci. Jednotlivé rizikové skupiny néasledné podstupuji lécbu
podle protokolu. V Iééebném protokolu ALL IC-BFM 2002, podle kterého byli cesti pacienti s ALL do nedavna
|éCeni, dosahlo procento celkového preziti vsech pacientt 82%. AML maé lehce horsi prognézu nez ALL - s aktu-
alnimi moznostmi IéCby v rozvinutych zemich dosahuje procento preziti u détskych pacientd s AML 70-75%.
89 Dalsim moznostmi |éCby je cilend |éCba, patrici mezi nové terapeutické pristupy. Jednou z nejcastéjsich
forem je Iécba tyrosin-kinasovymi inhibitory, které slavi Gspéch prevézné u pacientd, jejichz blasty vykazuji
vysoce aktivovany stav a kontinualné dostévaji signal k déleni. Jedna se jak o pacienty, jejichz leukemické
bunky nesou fauzni gen BCR/ABL1, u nichz dochazi ke konstitutivni aktivaci signalizacni kaskady pod kinasou
ABL1. Déle se jedné o tzv. BCR/ABL1-like skupinu pacientd, jejichz leukemické blasty vykazuji podobné akti-
vovany stav této signalizacni kaskady, avsak nenesou fuzni gen BCR/ABL1. K této hyperaktivaci dochazi ¢asto
kvali genomickym prestavbam genu CRLF2, faznimu genu ETV6/ABL1 nebo EBF1/PDGFRB. ¥ Tito pacienti
meéli plvodné Spatnou prognézu 12, avsak diky stratifikaci rizika a cilené 1é¢bé tyrosin-kinasovymi inhibitory
maji v soucasné dobé stejnou progndézu jako ostatni pacienti. '° Tato skupina pacientd byla objevena jen na
zakladé expresniho profilovani, kdy hierarchické klastrovani je priradilo ke skupiné BCR/ABL+ pacient(.

1.2. Nové pristupy k diagnostice, klasifikaci a Iécbé détskych akutnich leukemii

Vzhledem k neustéle se rozvijejicim se technickych moznostem se v poslednich letech pozménil pri-
stup k diagnostice, klasifikaci a lécbé détskych AL. Diky zlepsujici se progndze téchto pacientd se vyzkum
soustredi na skupiny pacientt s vysokym rizikem a také se vyuziva cilena lécba. Aby byla cilena l1é¢ba do-
state¢né (Gc¢inna, je nutné znat kompletni profil leukemickych bunék. Velmi rozsitfenym typem profilovani
malignich i nemalignich bunék je expresni profilovani, kdy jsou stanoveny hladiny mRNA jednotlivych
genu. Dale je dostupné sekvenovani nové generace, kdy je mozné stanovit kompletni exom, transkriptom,
amplikon nebo methylom. Prestoze jsou leukemie (a obzvlasté leukemie détského véku) dakladné zkou-
many jiz vice nez 60 let a existuje dobte zavedeny klasifikaéni systém, neustéle se objevuji nové podsku-
piny pacient(, kterym se ,Sije terapie na miru®. Jednim z takovych prikladd je vyse zminéna BCR/ABL-like
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skupina 1° objevena pravé diky expresnimu profilovani. Ukazuje se tedy, ze soucasny klasifikaéni systém
sice pokryvé vétsinu détskych pacientli s akutni leukemii (AL), avSak stale se nachazeji pacienti, kteff by
mohli profitovat z reklasifikace do jiné Iécebné skupiny na zékladé profilovani jejich leukemickych bunék.
Cilena lé¢ba ovsem cili na proteiny a mnohdy je korelace mezi hladinami mRNA a proteinem slaba. 3-%°
Naopak v nékterych piipadech indikuje exprese (popf. absence) proteinu genotyp AL 1817 nebo predpovida
progndzu pacient(. ®

Pri cilené terapii proti povrchovym znakdm mnohdy dojde ke snizeni az ztraté exprese téchto znakd na
povrchu leukemickych bunék. %20 Presto je ovSem nutné dale monitorovat hladiny leukemickych blast
a jakykoliv dalsi znak specificky pro urcity podtyp leukemickych bunék je pro hodnoticiho pracovnika ne-
smirné prinosny. Proto je dulezité profilovat leukemické bunky i na Grovni proteind.

K urceni proteinového profilu je mozné pouzit bud metodiky zalozené na rozliseni na Grovni jednotlivych
bunék (tzv. single-cell), kdy je mozné detekovat pouze limitované mnoZstvi proteint. Mezi tyto metodiky
pati polychromaticka pritokové cytometrie (pFC) a hmotnostni cytometrie. Druhym smérem proteomiky
jsou metodiky zalozené na sledovani velkého mnozstvi proteind, které jde na Ukor rozliseni Grovné jednot-
livych bunék, mezi které patri protilatkové arrays.

V této dizertacni préci byly pouzity oba typy metodik.

V laboratori dr. Lund-Johansena ve spolupréaci s laboratori CLIP vyvinuli inovativni protilatkovou array,
kterd je v soucasné dobé schopna rozlisit az 1728 vybranych antigend. Tuto protilatkovou array nazvali
Size-Exclusion Chromatography — Microsphere-based Affinity Proteomics (SEC-MAP) Jednotlivé Sarze SEC-
MAP se sestavaji z 576 populaci mikrocastic, nesouci rtzné hladiny 4 fluorochromd. Nékteré sarze se
jesté od sebe vzajemné lisi hladinou patého fluorochromu, tudiz je mozné je vzdjemné kombinovat a Ize
tedy dosdhnout az rozligeni 1728 (3x576) populaci mikrogastic. %2 Kromé vétsiho mnozstvi métitelnych
parametr(l tato metoda zahrnuje i rozdéleni bunééného lyzatu podle hydrodynamického poloméru (ktery
priblizné odpovida velikosti) na size-exclusion chromatografii (SEC). Burky jsou nejprve lyzovany pomoci
detergentti (Tween 20, Lauryl Maltosid,..), proteiny jsou nasledné biotinylovany pomoci amin-reaktivniho
biotin-PEG4 a néasledné rozdéleny pomoci SEC. Diky ziskanému elu¢nimu profilu lze |épe ovérit specifitu
dané protilatky, podobné jako je tomu u Western blotu (WB). ?* Vlastni detekce vazby protilatky na antigen
dochazi na priatokovém cytometru pomoci fluorescencné zna¢eného streptavidinu. 23 Kvali vys$$imu poctu
detekénich protilatek roste i signal z pozadi. ** Ziskana data z protildtkovych arrays jsou tedy normali-
zovana podobné jako data z expresniho profilovani. 2 V mnoha studiich se zabyvali vlivem opozdéného
zpracovani priméarnich vzork( pacientt (periferni krve) na kvalitu ziskaného materiélu. Zjistili, Ze odloZenf
izolace mononuklearnich bunék periferni krve (PBMC) z 8 na 24h po odbéru vede ke sniZenf viability bu-
nék a také vytéznosti. 2 Navic leukemické buriky urcitého genotypu (napt. hyperdiploidie) maji vy$si sklon
k apoptdze nez bunky jiného genotypu. 2/

2 CiLE PRACE

Cilem této dizertacni prace je pomoci novych metod urcit proteinovy profil malignich i nemalignich
mononuklearnich bunék a jejich ovlivnéni po Iécbé. K dosazeni téchto cild byla nutna optimalizace labo-
ratornich i analyzaénich postupt (cile 2.1., 2.2. a 2.3.), validace metody SEC-MAP per se na jiz popsaném
modelu (cil 2.4.) a ovéfeni schopnosti SEC-MAP detekovat povrchové znaky bézné pouzivané k imunofeno-
typizaci détskych AL (cil 2.5.). Hlavnim cilem této préce je nalézt nové znaky odlisujici t¥i zakladnf skupiny
détskych leukemif (cil 2.6.) a uréit vhodné znaky ukazujici preanalytickou degradaci priméarnich diagnos-
tickych vzorkd (cil 2.7.), umoznujici kontrolu kvality zpracovaného materiélu.

2.1 Porovnani dvou postupt ziskani PBMC pro hmotnostni cytometrii
s ohledem na cistotu vzorku a rychlost pripravy

2.2. Porovnani tfi postupu izolace bunééného proteomu pro SEC-MAP
za pouziti riznych detergenta
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2.3. Vytvoreni postupa analyzy dat ze SEC-MAP

2.4. Validace SEC-MAP na leukemickych bunéénych liniich
po inhibici imatinib mesylatem

2.5. Korelace data ze SEC-MAP s pFC na leukemickych bunéénych liniich
a PBMC zdravych darca

2.6. Identifikace diferencialné exprimovanych proteint
u jednotlivych podtypt détské AL a ovéreni jejich exprese jinou metodou

2.7. Nalezeni vhodnych znaku ukazujicich
preanalytickou degradaci primarnich diagnostickych vzorka

3 MATERIAL A METODY
3.1. Material

Pro tuto dizertaéni praci byly pouZity leukemické buné&né linie (n=11), priméarni diagnostické vzorky
pacient( s détskou AL (n=57), purifikované B-lymfocyty, T-lymfocyty a monocyty z periferni krve zdravych
darct a PBMC zdravych darct (n=7).

3.2. Metody

Stézejni metodikou této dizertacni prace je bead-based protilatkové array SEC-MAP, kteréd je detailné
popsana v publikaci Wu et al 1. Pro potvrzeni diferencialni exprese 21 proteint mezi tfemi subtypy AL
jsme pouzili WB. Imunofenotypova analyza pomoci pFC byla pouzita ke stanoveni hladiny exprese tri in-
tracelularni a dvaceti-osmi povrchovych znakt bézné pouzivanych k imunofenotypizace leukemii 28, déle
pro potvrzeni diferenciélni exprese 13-ti proteint mezi tfemi subtypy AL a pro identifikaci kontaminujicich
subpopulaci (erythrocyty, krevni desti¢ky) a vytézk ziskanych pomoci nadmi navrzené CD81+ T-Catch™
(pro porovnani byly pouzity produkty ziskané izolaci pres hustotni gradient Ficoll-Paque™). Pro identifikaci
leukocytarnich subpopulaci ziskanych pomoci CD81+ T-Catch™ a Ficoll-Paque™ byla pouzita hmotnostni
cytometrie. Prdbéh apoptdzy po inhibici imatinib mesylatem byl stanoven pomoci fluorescenéné znace-
ného Annexinu V a propidium jodidu (PI). Pro validaci diferencialni exprese proteinu STAT5A byla pouZita
qRT-PCR. Blize jsou metody popsény v prilozenych publikacich a dizerta¢ni préaci.

4 VYSLEDKY

4.1. Porovnani dvou postupt ziskani PBMC pro hmotnostni cytometrii
s ohledem na cistotu vzorku a rychlost pripravy

Pelak O., Kuzilkové D., Thurner D., Kiene ML., Stanar K., Stuchly J., Vaskova M., Stary J., Hrusék O., Stadler
H., Kalina T. Lymphocyte enrichment using CD81-targeted immunoaffinity matrix, Cytometry A, 2017, Jan,
91(1): 62-72

Kvili nizké rychlosti nahravani vzorku do hmotnostniho cytometru je vhodné mit co nejcistsi suspenzi
bunék, které chceme analyzovat. Z tohoto ddvodu jsme srovnali dva postupy izolace PBMC zdravych dar-
ct (n=7) - 1) izolaci pres hustotni gradient pomoci Ficoll-Paque™, coZ je metodika hojné pouzivana a lze
ji oznadit za ,zlaty standard“, s 2) nami navrzenou CD81+ afinitni chromatografii. Sadou 19-ti komeréné
dostupnych protilatek konjugovanych s isotopy kov( Fdkych zemin (a dvou konjugovanych v na&f labora-
tofi) jsme v jedné zkumavce identifikovali véechny zékladni subpopulace mononuklearnich bunék véetné
kontaminujicich subpopulaci (erytrocyty, volné i vazané krevni desticky). Nasledné& jsme porovnali jejich
zastoupeni v kone¢nych produktech ziskanych obéma postupy.
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Zjistili jsme, ze pomoci obou postupt jsme ziskali srovnatelné zastoupeni CD81+ bunék ze vsech hema-
topoetickych (CD45+) bunék. Pomoci CD81+ T-Catch™ jsme ziskali produkt s vyrazné nizsi kontaminaci
nejadernych elementd. Naproti tomu izolace pomoci hustotniho gradientu pres Ficoll-Paque™ méla vyraz-
né vyssi vytézky.

Pred vlastnim mérenim jsme vzorky ziskané obéma postupy naredili na stejnou koncentraci. Nahravani
vzork( ziskané izolaci pres hustotni gradient pomoci Ficoll-Paque™ trvalo v praméru 2,4x déle. Nahréli
jsme 3,5x vice celkovych udélosti, ale Ir191+ udélosti (jadernych bunék) bylo o trochu méné nez u vzor-
ka ziskané pomoci CD81+ T-Catch™. Nahrani 10° Ir191+ udalosti ziskané pomoci CD81+ T-Catch™ trvalo
v prdméru 15,6min (12,9-23,5) zatimco nahranf stejného ziskané pomoci hustotniho gradientu pres Fico-
[I-Paque™ trvalo 55,9min (22,1-120,3). Déle jsme porovnali zastoupenf jednotlivych leukocytarnich popu-
laci v produktech ziskanych obéma postupy. VSechny lymfocyty (T-, B- a NK buriky a jejich subpopulace)
byly procentualné podobné zastoupeny, CD3+ T-lymfocyty byly signifikantné vice zastoupeny v produktech
ziskanych pomoci CD81+ T-Catch™. Naproti tomu NK burnky byly touto metodou depletovéany. Také bunky
vrozené imunity: neklasické a klasické monocyty, neutrofilni granulocyty, basofily i myeloidni a plasma-
cytoidni dendritické bunky, byly lehce az vyrazné snizeny v produktech ziskané pomoci CD81+ T-Catch™.
Nejveétsim rozdilem v produktech ziskanych obéma postupy se ukazaly byt volné krevni desticky - v prameé-
ru 93,1% ze vsech elementl v produktech ziskanych pres hustotni gradient pomoci Ficoll-Paque™ versus
22,3% v produktech ziskanych pomoci CD81+ T-Catch™.

Ukézalo se tedy, ze v porovnani se ,zlatym standardem® separace PBMC pres hustotni gradient pomoci
Ficoll-Paque™ jsme pomoci ndmi navrzené metody separace pres CD81+ T-Catch™ ziskali Cistsi produkt
z hlediska kontaminujicich krevnich desticek a tim se vyrazné snizil ¢as straveny vlastnim nahravanim do
hmotnostniho cytometru. Naproti tomu pomoci této metody dochéazi kvantitativné vétsim ztratam hema-
topoetickych bunék a dochézi k depleci NK bunék a bunék vrozené imunity.

4.2. Porovnani tii postuput izolace bunééného proteomu pro SEC-MAP
za pouziti riznych detergenta

V rémci své diplomové prace (Validace metody nové multiplexni sady protilatek a jeji vyuZiti pro stano-
veni prognostickych znakt détskych akutnich leukemii, Be. Daniela Cerna, studijni program Biochemie,
Praha, 2011) jsem porovnala tfi postupy izolace buné&éného proteomu pro SEC-MAP, detailni vysledky jsou
uvedeny v diplomové praci. Zde bych rada jen kratce shrnula zavéry, protoze pro tuto dizertacni préci byly
klicové.

Na leukemickych buné&&nych liniich (n=8) jsme testovali tyto tfi postupy izolace bun&¢ného proteomu:
a) pfiprava celkového buné¢ného lyzatu, b) rozdéleni bunééného lyzatu na 2 subcelularni frakce (hydrofilnf
frakce obsahujici rozpustné proteiny z cytosolu, organel a jadra a v detergentech rozpustné frakce obsa-
hujici DNA-vazebné proteiny a proteiny membran c) rozdéleni buné¢ného lyzatu na 4 subcelularni frakce
(E1 frakce obsahujici proteiny z cytosolu, E2 frakce obsahujici proteiny z cytosolu a organel, NP frakce
obsahujici proteiny vnitfnich membran a LM frakce obsahujici proteiny vnéjsich membran a DNA-vazebné
proteiny)

V celkovych bunécnych lyzatech jsou signaly nejednoznacné, dochazi k prekryti dvou signéald, pripadné
ke snizeni intenzity signalu. Rozdéleni proteomu na dvé subcelularni frakce zlepsilo kvalitu signélu, sni-
Zilo nespecifické interakce a umoznilo kvantifikovat jednotlivé formy proteind. Pri rozdéleni bunécného
protomu na 4 subcelularni frakce nedochézelo k presnému oddéleni jednotlivych kompartmentd podle
oc¢ekavani (detekovali jsme proteiny charakteristické pro uréité kompartmenty v jinych nez ocekavéanych
frakcich). Na zakladé téchto vysledkd jsme tedy pro dal$i experimenty pouzivali vyhradné rozdéleni bunéé-
ného proteomu na dvé subcelulédrni frakce.

4.3. Vytvoreni postupu analyzy dat ze SEC-MAP
Stuchly J., Kanderova V., Fiser K., Cerna D., Holm A., Wu W., Hrugék O., Lund-Johansen F., Kalina T. An

automated analysis of highly complex flow cytometry-based proteomic data, Cytometry A, 2012, Feb, 81A:
120-129
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Kanderova V. **, Kuzilkova D. **, Stuchly J. **, Vaskova M., Brdicka T., Fiser K., Hrusék O., Lund-Johansen
F., Kalina T. High-resolution antibody array analysis of childhood acute leukemia cells, Molecular & Cellular
Proteomics, 2016, Apr, 15: 1246-1261

** VK, DK and JS contributed equally.

V prostredi R-projekt jsme vytvorili algoritmus, ktery automaticky identifikuje jednotlivé populace fluo-
rescenéné znadenych kulidek a dale pocitd mediany intenzity fluorescence (MedFl) ze streptavidinu-PE
(vyjadiujici kvantitu daného antigenu ve frakci). Algoritmus déle umoziiuje uZivateli manualné opravit
zvolené oblasti, protoze populace kulicek nékterych Sarzi souboru SEC-MAP nebyly optimalné fluorescenc-
né rozliseny a byly tedy nutné drobné korekce. Vystupem tohoto algoritmu je tabulka s uvedenymi MedFl
ze streptavidinu-PE pro kazdy antigen v kazdé SEC frakci. Dale je mozné vytvorit ¢arové grafy, které daji
uzivateli prehled o expresi vSech antigent. Dalsim dllezitym krokem je normalizace dat, ktera umozni
opravu Sumu pozadi a vyrovna rozdily v celkovém mnozstvi nanesenych proteind. Kazdy soubor SEC-MAP
obsahuje populace kulicek, které na sobé nemaji navdzané zadné protilatky a slouzi jen k tomu, aby bylo
mozné odecist signal vyvolany nespecifickou vazbou na kulicky. Ke kvantifikaci signalu jednotlivych pro-
tilatek slouzi automaticka detekce signalu jednotlivych proteinovych entit vyskytujicich se v bunce, opét
s moznosti manuélni korekce, ktera je soucasti uvedeného algoritmu. Nasledné dojde k vypoctu kvantity
daného proteinu v kazdém vzorku, zjednodusené re¢eno se jedné o vypocet plochy pod krivkou pro kazdy
vzorek. Tento krok umoznuje srovnani mnozstvi daného proteinu mezi jednotlivymi vzorky.

4.4, Validace SEC-MAP na leukemickych bunéénych liniich po inhibici imatinib mesylatem

Stuchly J., Kanderové V., Fiser K., Cerna D., Holm A., Wu W., Hru$ék O., Lund-Johansen F., Kalina T. An
automated analysis of highly complex flow cytometry-based proteomic data, Cytometry A, 2012, Feb, 81A:
120-129

Abychom ovéfili, Zze postup pripravy vzorku i vlastni analyza dat respektuje nase potieby (identifikaci
rozdilné exprimovanych proteinovych entit mezi vice vzorky), pouzili jsme model stimulace BCR/ABL1+ le-
ukemickych bunécnych linii specifickym inhibitorem — imatinib mesylatem. Tento model byl jiz mnohokrat
studovan pomoci standardnich technik proteomiky a v literature je velmi dobre popsén. K tomuto Gcelu
jsme stimulovali 4 BCR/ABL1+ leukemické bunééné linine: TOM-1, SUB-B15 (obé& B-prekurzorova ALL,
BCP-ALL), K562 a B\-173 (ob& CML v blastické krizi) po dobu 24h a poté jsme pomoci SEC-MAP hodnotili
zmény v proteomu oproti nestimulovanym protéjskdm. U bunécné linie TOM-1 byla popsanéa castecna
rezistence na imatibin mesylat %, coz jsme potvrdili pomoci znaceni Annexin V/PI. Tato linie slouzila jako
kontrola, ze zvySena popr. snizené exprese konkrétnich proteind primo nesouvisi s probihajici apoptdzou.

Pomoci sady 1152 populaci kulicek SEC-MAP jsme identifikovali 401 proteinovych entit. Exprese 13 pro-
teind byla, po inhibici imatinib mesylatem, vyrazné zménéna (zvy$ena nebo snizena) v alespor dvou bunéé-
nych linif alespoi dvojnasobné. Jednalo se jako o celkovou zménu fosforylace proteint (zjisténou pomoci
protilatky proti celkému fosfo-tyrosinu) a dale o zménu exprese proteint mitochondridlni drahy apoptézy
a poskozeni DNA (napt. zvy$eni stépeného PARP1), snizeni exprese adheznich molekul (nap¥. CD18), snizenf{
exprese a zaroven defosforylace protein(i asociovanych s BCR/ABL1 nebo B-buné&nym receptorem (RASAT,
LCP2) a nakonec doslo ke zvySeni exprese inhibitort buné¢ného cyklu (nap¥. p21). K popsanym zménam
v proteomu doslo i u bunécné linie TOM-1, slouzici jako kontrola.

Potvrdili jsme, ze pomoci SEC-MAP jsme schopni identifikovat diferencialné exprimované proteiny mezi
jednotlivymi skupinami vzork( a pomoci vyse popsanych analytickych postupt jsem schopni tyto zmény
detekovat.

4.5. Korelace data ze SEC-MAP s pFC na leukemickych bunécnych liniich
a PBMC zdravych darca

Kanderova V. **, Kuzilkova D. **, Stuchly J. **, Vaskova M., Brdicka T., Fiser K., Hrusék O., Lund-Johansen
F., Kalina T. High-resolution antibody array analysis of childhood acute leukemia cells, Molecular & Cellular
Proteomics, 2016, Apr, 15: 1246-1261 - priloha 7.3.

** VK, DK and JS contributed equally.
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K ovéreni principu SEC-MAP jsme porovnali data ziskana ze SEC-MAP u 11-ti leukemickych bunécnych
linif a izolovanych B-, T-lymfocyt& a monocytl z periferni krve zdravych darcd s daty ziskanymi pFC. Po-
moci linearni regrese jsme srovnali kvantitu 31 znakd, které se pouzivaji k imunofenotypizaci détskych
leukemii. U SEC-MAP jsme pocitali sumu signalu jednotlivych entit, u pFC jsme hodnotili prdmérnou inten-
zitu fluorescence. Ke kvantitativni shodé (s p<0,05) doslo u 18-ti znaka (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD10,
CD13, CD15, CD22, CD33, CD44, CD45, CD58, CD72, CD74, intra CD79a, HLA-DR a intra MPO). Pro metodu
SEC-MAP jsme testovali vice klond proti stejnému antigenu, pokud to bylo mozné. Pro vlastni porovnani

sV v/

specificky vazat antigen. Presto jsme u dalsich znakd kvantitativni shodu nenasli, prevazné proto, ze signal
prislugné protilatky u SEC-MAP byl p¥ili§ slaby (CD19, CD20, CD34 a CD117) nebo dokonce zadny (CD24,
CD27,CD56). Zda-li dojde ke shodé v detekci u obou metod se zdé byt nezavislé na pouziti stejného klonu
protilatky.

Protoze SEC-MAP je metoda zaloZzena na imunoprecipitaci protilatky s antigenem, je klicovym krokem
vybér spravného klonu protilatky, ktery bude fungovat v nativnim prostredi SEC-MAP. | pres peclivy vybér
pouzitych protilatek je dale nutné ovérit ziskané informace jinou, validovanou metodou, protoze v nastave-
ni SEC-MAP ¢asto dochazi k nespecifickym vazbam, ke snizeni nebo dokonce ztraté afinity protilatky. | pres
to jsme nalezli kvantitativni shodu u 58% testovanych znak(, které se bézné pouzivaji k imunofenotypizaci
détskych AL.

4.6. ldentifikace diferencialné exprimovanych proteina u jednotlivych podtypu détské AL a
ovéreni jejich exprese jinou metodou

Kanderova V. **, Kuzilkova D. **, Stuchly J. **, Vaskova M., Brdic¢ka T., Fiser K., Hrusék O., Lund-Johansen
F., Kalina T. High-resolution antibody array analysis of childhood acute leukemia cells, Molecular & Cellular
Proteomics, 2016, Apr, 15: 1246-1261 - priloha 7.3.

** VK, DK and JS contributed equally.

V prospektivni studii v letech 2010-2013 jsme pomoci SEC-MAP vysetrili 501 antigent u 57 primarnich
vzork( v dobé diagnozy détské AL. K tomu jsme pouzili kulicky se 632 rdznymi protilatkami. Pomoci vyse po-
psaného algoritmu (vysledky 3) jsme definovali entity v hydrofilni frakci (celkem 980 entit) i v detergent-roz-
pustné frakci proteomu (celkem 779 entit). Pomoci SEC-MAP jsme hledali diferencialné exprimované proteiny
u tfech podtypt détské AL -BCP-ALL (n=35), T-ALL (n=9) a AML (n=13). Celkem jsme nalezli 51 proteinovych
entit, které prislusi k 46 antigentim, jez se liSily ve své expresi mezi alespon dvéma podtypy détské AL. Jed-
nalo se prevazné o CD znaky, adaptorové proteiny a transkripéni faktory. Mnohé z nich byly jiz drive popsény,
protoze se jedna o proteiny, které definuji liniovou pfislusnost (napr. PAX5, CD19 a CD22 u BCP-ALL; LAT,
CD3 a CD8 u T-ALL nebo CEBPA a HCK u AML). Dal$i znaky ovéem u jednotlivych podtypd détské AL popséany
nebyly. Pomoci réznych metod jsme validovali vSech 46 diferencialné exprimovanych antigen(.

Déle jsme hledali diferencialné exprimované znaky mezi jednotlivymi podtypy BCP-ALL. Vzhledem k malé
kohorté jsme identifikovali pouze jeden protein diferencialné exprimovany mezi ETV6/RUNX1+ (n=6) a
ETV6/RUNX1- BCP-ALL (n=29), asice OPAL1. Specifitu tohoto rozdilu jsme validovali pomocf leukemickych
bunécnych linii.

Pomoci SEC-MAP jsme identifikovali 47 diferencialné exprimovanych antigend mezi jednotlivymi podty-
py détskych AL a nasledné jsme validovali specifitu jejich detekce.

4.7. Nalezeni vhodnych znakt ukazujicich preanalytickou degradaci primarnich diagnostic-
kych vzorka

Kanderova V. **, Kuzilkova D. **, Stuchly J. **, Vaskova M., Brdic¢ka T., Fiser K., Hrusék O., Lund-Johansen
F., Kalina T. High-resolution antibody array analysis of childhood acute leukemia cells, Molecular & Cellular
Proteomics, 2016, Apr, 15: 1246-1261 - priloha 7.3.

** VK, DK and JS contributed equally.

Vzhledem k tomu, ze laborator CLIP je centralni laborator diagnostiky détskych AL, dostéavaji se k ndm
vzorky i z mimo-prazskych pracoviét. U nékterych vzork( (7/51) ALL jsme si v&imli, ze do$lo k posunu sig-
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nalu kinasy ABL1 a AKT1 smérem k frakcim s mensi molekulovou hmotnosti. Naproti tomu signél beta-ak-
tinu, ktery se Casto pouzivé jako kontrola mnozstvi naneseného vzorku, zGstal stale v pavodni SEC frakci.
Nase hypotéza byla, ze u téchto vzorkd doslo k pocatecnim fazim degradace z divodu jeho pozdéjsiho
zpracovani, které byla podporena zvysenou expresi proteinu BAD v degradovanych vzorcich BCP-ALL

Abychom potvrdili tuto hypotézu, napodobili jsme tento proces — ponechali jsme vzorek buffy coatu pri
pokojové teploté a po 24h jsme izolovali PBMC. U vzork( starych 24h doslo, v porovnani s ¢erstvymi vzorky,
ke zvySenému vyskytu ¢asné-apoptotickych (31,9% + 0,29% versus 6,7% +0,91%) a mrtvych (0,4% +0,08% vs.
7,2% +0,87%) bunék. Pomoci WB a SEC-MAP jsme ovéfili degradaci kinasy ABL1 a AKT1 (vyskytem prouzkd
resp. signalu ve frakcich s mensi molekulovou hmotnosti), zatimco beta-aktin degradovéan nebyl.

Pomoci algoritmu vyhledéavajici proteinové entity jsme nalezli 27 entit, které se vyskytovaly pouze v de-
gradovanych vzorcich ALL. Casto se jednalo o signalizaéni proteiny (STAT2, STAT6, PRKCD) a jaderné pro-
teiny (transkripénf faktor E2A, replikaéni faktor MCM7).

Beta-aktin, ktery se ¢asto pouzivd u WB jako kontrola mnozstvi naneseného vzorku, se ukazal byt velmi
nespolehlivym ukazatelem viability bunék pri zpracovéani a je tedy nevhodny pri pouziti priméarnich dia-
gnostickych vzorkd. Z tohoto hlediska se zda byt vhodné pouzit kinasy ABL1 popr. AKT1 a to jak pro WB,
tak pro SEC-MAP.

5 DISKUZE A ZAVER

V soucasné dobé je trend ve vyzkumu nédora spojovani informaci o genech, mRNA i proteinech. Stu-
die molekularni genetiky identifikovali nékteré geny hrajici roli v leukemogenezi (napf. IKZF1, PAX5 nebo
BLNK). 393132 VVhledem k tomu, Ze ne vzdy koreluje hladina mRNA s expresf{ proteinu, nemusf se jednat o
primé ovlivnéni patogeneze onemocnéni. * Proto by proteomika méla doplhovat molekularni genetiku ve
smyslu stanoveni exprese a aktivace proteint spojovanych s nadory. V rdmci této dizertacni prace jsme
porovnali izolaci PBMC zdravych darcd pomoci standardné pouzivané izolace pres hustotni gradient Ficoll
-Paque™ s nami navrzenou CD81+ imunoafinitni chromatografif (tzv.CD81+ T-Catch™ metodou) pro hmot-
nostni cytometrii. Ukazalo se, ze pfi izolaci pomoci CD81+ Catch™ dochazi kvantitativné k vétsim ztratdm
cilovych bunék, avsak finaIni produkt obsahuje vyrazné nizsi procento kontaminujicich subpopulaci. K to-
muto faktu zrejmé dochézi diky afinitni izolaci pres matrici, kdy volné desticky snadno prostoupi matrici
jesté pred centrifugaci vzorku a nedojde tedy k navazani desticek na mononuklearni bunky. Tim se znacné
zkrati doba vlastniho nahravani pomoci cytometru CyTOF2, dochézi k Uspofe argonu (nosného plynu)
a nedochazi ke zbytecnému zatizeni detektoru. Diky nastaveni, ve kterém CD81+ T-Catch™ probihé, muze
snadno dojit k automatizaci a tim je usetfen ¢as kvalifikovaného pracovnika. Nevyhodou CD81+ T-Catch™
metody jsou mirné vétsi ztraty cilovych bunék, vlastni protokol bude dale optimalizovan tak, aby se tyto
ztraty snizily. Dale nenf jasné, zda-li separace bunék pomoci imunoafinitni chromatografie neaktivuje cilo-
vé bunky, coz by ovlivnilo napr. funkéni testovani izolovanych bunék. Druhou moznosti proteomiky jsou
metody, které postradaji single-cell rozli$eni (hmotnostni spektrometrie a protilatkové arrays). Vzhledem
k tomu, ze mnohdy souvisi patogeneze alterovanych proteind s jejich subcelulédrni lokalizaci 3, je rozdéleni
bunééného lyzatu na rlzné subcelularni frakce nespornou vyhodou. Toto je mozné u techniky SEC-MAP
array, ktera byla v roce 2009 publikovana Wu et al. SEC-MAP umoznuje detekovat proteiny pomoci protila-
tek bez nutnosti pouzitf sandwichového usporadani (jak je to u bead-based protilatkovych arrays obvyklé).
21 Specifita je u této techniky zajisténa rozdélenim proteinového lyzatu pomoci SEC. V této dizertacni préaci
se zaméruji na optimalizaci a validaci SEC-MAP za Gcelem profilovani bunék détské AL. Touto technikou
jsme schopni zmérit az 1728 antigend v jednom vzorku. %2 Spolu s rozdélenim proteomu na jednotlivé sub-
celularni a hmotnostni frakce Ize o kazdém vzorku ziskat znacné mnozstvi informaci. Diky tomu vyZaduje
metoda SEC-MAP nejen pedlivou optimalizaci laboratornich postupti (viz vysledky 2), ale i semi-automa-
tické analytické procesy umozniujici zpétnou kontrolu analyz (viz vysledky 3). Mezi odbérem kostni diené
pacienta a vlastnim zpracovanim materialu ubéhne mnohdy vice nez 24h. Nékteré genotypy AL (napF. hy-
perdiploidie) jsou nachyln&jsi k proteolytické degradaci ne? jiné genotypy. 2 Navic odloZenf izolace buné&k
muZe snizit viabilitu izolovanych bunék. 2 Kvali tomu je nutné kontrola kvality zpracovaného materiéalu
z hlediska proteolyzy v dlsledku probihajici apoptdzy. V tomto pripadé se nevhodnym kandidatem ukazal
byt beta-aktin, ktery je ovSsem jeden z nejcastéji pouzivanych kontrolnich proteint pri WB. Naproti tomu
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stépeni kinas ABL1 a AKT1 jasné odréazelo probihajici apoptdézu. Pomoci SEC-MAP jsme identifikovali 46
diferencialné exprimovanych proteind mezi tremi zakladnimi skupinami détskych AL, které jsme nasledné
validovali pomoci klasickych metod (pFC, WB, qPCR). | pfes pedlivy vybér protilatek pouzitych k pripravé
SEC-MAP jsme nenalezli vhodné imunoprecipitujici klony protilatek proti nékterym (z hlediska diagnostiky
détskych AL) kli¢ovym povrchovym znaktm (napt. CD19, CD27, CD34 nebo CD117). Presto jsme u 18/31
mérenych imunofenotypovych znak( nalezli kvantitativni shodu v detekci mezi SEC-MAP a pFC. Jako za-
kladni diagnosticky nastroj se ovsem pouziti SEC-MAP zda byt zcela nevhodné, protoze postrada single-cell
rozliseni (které je pro diagnostiku leukemif kliové) a také cely proces SEC-MAP trva 3 dny. Vyznam SEC-
MAP tedy bude predevsim ve vyzkumu pti hledani diferencialné exprimovanych ¢i aktivovanych proteind
napr. u bunék rezistentnich na urcité 1éCivo, u bunék s umlcenym genem nebo bunék stresovanych.

V ramci této dizertacni prace byly zavedeny nové metody k urceni proteinového profilu malignich i nema-
lignich lymfo- a monocytd. Viysledky téchto metod byly porovnany s vysledky ziskanymi standardnimi meto-
dami a izola¢nimi postupy proteomiky. Bylo zde ukazéano, ze izolace PBMC pomoci CD81+ T-Catch™ vede k
izolaci bunék pres hustotni gradient pomoci Ficoll-Paque™. Pomoci metody SEC-MAP jsme nalezli a validovali
47 diferencialné exprimovanych antigent mezi podskupinami détskych AL. Jako spolehlivym ukazatelem
probihajici apoptdzy bunék po aspiraci kostni diené se ukazalo stépeni kinas ABL1 a AKT1, zatimco signal
beta-aktinu zménén nebyl. SEC-MAP je tedy schopna reflektovat imunofenotyp leukemickych bunék, jejich
odpovéd na cilenou lé¢bu a také stres bunék nachazejicich se v nefyziologickém prostiedi (ve zkumavce).
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ABSTRAKT

Diky svému imunomodulacnimu a regenerativnimu potencialu predstavuji mezenchymaélni kmenové
buriky (mesenchymal stem cells, MSCs) slibny terapeuticky prostfedek pro buné¢nou terapii, transplan-
tace organl a tkanové inzenyrstvi. V poslednich letech bylo testovdno mnoho metod pro zlepseni klinické
pouzitelnosti MSCs, ale presny mechanismus pozorovanych efektt jesté nebyl popséan.

V predkladané préaci jsme se zamérili na studium nékolika faktord, které mohou terapeutickou Gspésnost
MSCs vyznamné ovlivnit. Nejprve jsme na mysim modelu transplantace alogenni kdze analyzovali terapeu-
ticky efekt MSCs aplikovanych lokalné na nanovldkennych nosicich s inkorporovanym cyklosporinem A
(CsA). Nase vysledky ukazaly, e aplikace MSCs a CsA sméFuje M1/M2 polarizaci makrofagli smérem k regu-
lagnimu fenotypu. Tato zména fenotypu je doprovéazena snizenou produkci oxidu dusnatého (NO) a interfer-
onu vy (IFN-y) a zvy$enou produkci interleukinu 10 (IL-10) a mdze vést k potlaceni lokalni zanétlivé reakce.

Dalsim cilem predkladané studie bylo analyzovat efekt podani MSCs v kombinaci s imunosupresivnimi
latkami s rdznym mechanismem Gc¢inku na rovnovédhu mezi jednotlivymi populacemi T lymfocytd. Ukazali
jsme, ze MSC snizuji nezadouci Gc¢inky imunosupresivnich latek a v kombinaci s témito Iéky moduluji akti-
vaci a apoptdzu bunék. Tento kombinovany pristup ovliviiuje imunitni rovnovahu potlacenim pomocnych
(T helper, Th) Th1, Th2, Th17 a cytotoxickych T lymfocyt a zarovern podporuje protizdnétlivou imunitn{
odpoveéd spojenou s regulacnimi T lymfocyty.

Ukazali jsme také, ze systémové podané MSCs specificky migruji do oka poranéného hydroxidem
a zmirnuji ¢asné zanétlivé prostredi. Ze véech testovanych typt MSCs (neovlivnéné MSCs, MSCs ovlivnéné
IFN-y, faktorem nekrotizujicim nadory-o. nebo IL-1) predstavuji MSCs preinkubované s IFN-y nejucinné;jsi
pristup pro potlaceni akutni faze zanétu, snizeni infiltrace myeloidnimi i lymfoidnimi bunkami a snizeni
lokalni produkce IL-1a, IL-6 a NO.

1 SEZNAM ZKRATEK

CD cluster of differentiation, diferenciacni antigen

COX  cyklooxygenase, cyklooxygenaza

CsA  cyclosporin A, cyklosporin A

Dex  dexamethasone, dexamethason

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

Foxp3 forkhead box proteins 3

GVHD graft versus host disease, reakce stépu proti hostiteli

IDO  indoleamin 2,3 dioxygenase, indoleamin 2,3 dioxygenaza
IFN interferon
IL interleukin

iNOS  inducible nitric oxid synthase, inducibilni syntaza oxidu dusnatého
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LNCs lymph node cells, bunky lymfatickych uzlin

MMF  mycophenolate mofetil, mykofenolat mofetil

MSCs mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky
NO nitric oxide, oxid dusnaty

NK natural killers, prirozeni zabfjeci

PCR  polymerase chain reaction, polymerazové retézcova reakce
Pred prednisone, prednison

Rapa rapamycine, rapamycin

RORyt retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t
Tc cytotoxic T (lymphocytes), cytotoxické T (lymfocyty)

TGF  transforming growth factor, transformujici ristovy faktor
Th helper T (lymphocytes), pomocné T (lymfocyty)

TNF  tumor necrosis factor, faktor nekrotizujici nadory

Treg  regulatory T (lymphocytes), regulaéni T (lymfocyty)

2 UvoD

Mezenchymalni kmenové buriky (MSCs) predstavuji stale ¢astéji vyuzivanou unikatni bunéénou terapii.
Tuto heterogenni populaci bunék je mozné izolovat z rlznych tkani, jako jsou slezina, kostni dren, tukova
tkén nebo pupeénikova krev!? a po indukci Ize MSCs diferencovat v burky mezodermalni, endodermalni
a ektodermalni linie®.

Jednou z klicovych vlastnosti MSCs je jejich schopnost regulovat imunitni odpoveéd. MSCs potlacuji nebo
moduluji funkce raznych populaci imunitnich bunék véetné T a B lymfocytd*®, makrofagd®, prirozenych
zabijec¢t (natural killer cells, NK cells)’, dendritickych bunék® nebo granulocytd®. Bylo prokazano, ze MSCs
inhibuji proliferaci lymfocytd, potlacuji produkci prozanétlivych cytokind a ovliviuji rovnovahu mezi proza-
nétlivymi a regulacnimi populacemi leukocyt('-*?. Dalsi vyhodou MSCs jsou jejich cytoprotektivni, antiapo-
ptotické a trofické vlastnosti®®. Spole¢né se svou nizkou imunogenicitou tak MSCs predstavuji zajimavy tera-
peuticky prostredek pro regenerativni medicinu, [é¢bu mnoha zanétlivych onemocnéni a pro transplantace.

Terapeuticky potencial MSCs byl zdokumentovan v mnoha studiich, které demonstrovaly jejich schop-
nost zmirnit experimentélni autoimunitni onemocnéni nebo alergické reakce**>, |éCit povrchové poranéni
oka'®, potladovat imunitni reakce po transplantaci'’'® a reakci $tépu proti hostiteli (graft versus host di-
sease, GVHD)'*?, V soudasné dobé je registrovano pres 700 klinickych studif, které vyuzivaji jak autolognf,
tak alogenni MSCs prevazné pro Iécbu akutniho infarktu myokardu, GVHD, diabetu, Crohnovy choroby,
poranéni patere a osteoartritidy (https//:clinicaltrials.gov./).

Bylo popséno, ze MSCs maji schopnost modulovat imunitni odpovéd pomoci solubilnich faktord i mem-
branovych molekul??. MSCs samotné jsou pritom ovliviiovany mikroprostredim, ve kterém se nachéazeji. Pro
dosazeni pozadovanych terapeutickych efektd MSCs je nezbytné vybrat vhodného dérce, zplsob podéni,
nacasovani i mnozstvi podanych bunék?®-2*. Zacileni, preziti a imunomodula¢ni vliastnosti MSCs je navic
mozné zvysit kultivaci v hypoxickych podminkéach?, preinkubaci MSCs s cytokiny nebo ligandy toll-like
receptora®?’, aplikaci pomoci riiznych nosici®, genetickou manipulaci?® nebo aplikaci v kombinaci s imu-
nosupresivnimi latkami®3031,

3 HYPOTEZA A CiLE

Tato prace poskytuje prehled imunomodulaénich vlastnosti MSCs a soucasnych metod zvysujicich jejich
terapeutické schopnosti. Prace je zamérena predevsim na modulaci vlastnosti MSCs pomoci imunosupre-
sivnich latek nebo cytokin( a studium terapeutického efektu MSCs podanych lokéalné v kombinaci s cyk-
losporinem A (CsA)

3.1 Specifické cile disertacni prace:

Zhodnotit migrac¢ni a imunomodulaéni potencial MSCs aplikovanych na nanovlikennych nosic¢ich
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Analyzovat vliv MSCs podanych na nanovlikennych nosi¢ich v kombinaci s CsA na lokalni zanétlivou
odpovéd’ v keZnim alotransplantatu

Testovat vlivimunosupresivnich litek na fenotyp MSCs

Studovat mechanismus, kterym MSCs ovliviiuji pusobeni imunosupresivnich latek na rovnovahu mezi
riznymi subpopulacemi T lymfocyta

Popsat vliv systémové podanych MSCs ovlivnénych riznymi cytokiny na akutni fazi zanétu v rohovkovém
epitelu

4 MATERIAL A METODY

Experimenty na zviratech. V této studii jsme vyuzivali dva experimentalni mysi modely: transplantaci alo-
genniho kozniho $tépu a poranéni rohovky pomoci hydroxidu. Ve viech experimentech (¢lanek 1-3) byly
pouzity 8-12tydenni mysi kmene BALB/c obou pohlavi. Jako darce stépd byly vyuzivany mysi kmene
C57BL/6J (B6) (¢lanek 3).

MSCs. V této studii byly pouzity dva zdroje MSCs: tfiselna tukova tkan z mysi kmene BALB/c (¢lanek 1 a 2)
a kostni dren ze stehenni a holenni kosti mysi kmene BALB/c. Pro vSechny experimenty byly vyuzivany
bunky z 3.-5.pasaze. MSCs izolované z kostni drené byly podrobeny imunodepleci kontaminujicich CD11b*
a CD45* bunék pomoci magnetické separace. MSCs byly aplikovany lokélné pomoci nanovldkennych nos-
icd (lanek 1) nebo intravenézné (Elanek 3) nebo pouzity pro in vitro experimenty (lanek 1 a 2).

Statisticka analyza. Data byla analyzovana pomoci softwaru GraphPad 5 s vyuzitim Studentova #testu nebo
jednocestné analyzy rozptylu (ANOVA). Data jsou zobrazena jako priimérnd hodnota + standardni odchyl-
ka. Statisticky rozdil p mensi nez 0,05 byl povazovan za vyznamny.

Dalsi metody pouzité autorkou této prace: méreni bunééné smrti a viability pomoci pritokové cytometrie
a WST testu, diferenciace MSCs na adipocyty a osteoblasty, priprava kryorezt a fluorescenéni mikroskopie,
ELISA testy, stanoveni produkce NO pomoci Griessova testu, izolace RNA, reverzni transkripce, real-time
PCR, gelova elektroforéza, charakterizace povrchovych i intracelularnich znakd pomoci pritokové cytome-
trie, méreni proliferace bunék pomoci detekce inkorporovaného *H-thymidinu.

5 VYSLEDKY
Disertacni prace je zaloZzena na nasledujicich trech c¢lancich:

5.1 Lokalni aplikace mezenchymalnich kmenovych bunék a cyklosporinu A sniZuje imunit-
ni odpovéd’ prostiednictvim zmény fenotypu makrofaga

Michaela Hajkova, Eliska Javorkova, Alena Zajicova, Peter Trosan, Vladimir Holan a Magdaléna Krulova
J Tissue Eng Regen Med. 2017: 11, 1456-1465

Imunosupresivni Gc¢inky systémové podanych MSCs a imunosupresinich latek jiz byly dobre zdoku-
mentované. V této studii jsme na mysim modelu alogenni transplantace kize analyzovali mechanismus
podilejici se na efektu lokaIné podanych MSCs v kombinaci s nespecifickou imunosupresi. Nanovlakenné
nosice s inkorporovanym CsA a adherovanymi MSCs byly aplikovdny na povrch koznich alotransplantatd
a byla hodnocena a charakterizovana lokéalni imunitni odpovéd. Zjistili jsme, ze MSCs jsou schopné mi-
grovat do poranéného mista, po Sesti dnech byly detekovany v oblasti sté€pu a ve spadovych lymfatickych
uzlinach. U prijemct lécenych pomoci MSCs a CsA doslo k vyznamnému snizeni poctu makrofagl infiltru-
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jicich do stépu a produkce NO, tento efekt koreloval s poklesem produkce IFN-y ve stépu a ve spadovych
lymfatickych uzlindch. Naopak do$lo k nardstu poctu alternativné aktivovanych makrofagt (F4/80*CD206*
buriky) a produkce IL-10 makrofagy ve $tépu. Schopnost MSCs ménit fenotyp makrofagti z M1 typu na
M2 populaci byla potvrzena v in vitro systému. Ukazali jsme, ze aplikace MSCs v kombinaci s CsA indukuje
zménu makrofagl na alternativné aktivovany fenotyp produkujici zvysené mnozstvi IL-10. Tyto zmény ve
fenotypu a funkci makrofagd mohou predstavovat jeden z mechanismd imunosupresivnich schopnosti
MSCs aplikovanych v kombinaci s CsA.

5.2 Mezenchymalni kmenové bunky zeslabuji nezadouci G€inky imunosupresivnich latek

na ruzné populace T bunék

Michaela Hajkova, Barbora Hermankova, Eliska Javorkova, Pavla Boh&cova, Alena Zajicova, Vladimir Holan
a Magdaléna Krulova
Stem Cell Rev Rep. 2017: 13, 104-115

Imunosupresivni latky jsou casto pouzivany pro lécbu nezadoucich imunitnich reakci, nicméné jejich
klinické vyuziti je limitovano skodlivymi vedlejsimi Gc¢inky. Kombinovana aplikace imunosupresiv s MSCs
nabizi slibny alternativni pristup, ktery umoznuje snizeni déavek imunosupresivnich latek a soucasné
neméni, nebo dokonce zlepsuje vysledek terapie. Predklddana studie si klade za cil urcit efekty imun-
osupresiv na rtzné subpopulace T bunék a prozkoumat G¢innost lécby zalozené na MSCs v kombinaci
s imunosupresivnimi latkami. Testovali jsme GcCinek péti bézné pouzivanych imunosupresiv s rozdilnymi
mechanismy plsobeni: cyklosporin A, mykofenolat mofetil, rapamycin a dva glukokortikoidy — prednizon
a dexamethazon v kombinaci s MSCs na viabilitu a aktivaci mysich CD4+ a CD8* lymfocytd, na proporci
mezi Th17 (RORyt*), Th1 (T-bet*), Th2 (GATA-3*) a Treg (Foxp3*) burkami a na produkci cytokint souvise-
jicich s t&mito populacemi (IL-17, IFN-y, IL-4 a IL-10). Ukazali jsme, ze MSCs moduluji plisobeni imunosu-
presiv a ze v kombinaci s imunosupresivnimi latkami vykazuji rdzny vliv na aktivaci bunék a rovnovahu
mezi raznymi subpopulacemi T lymfocytd, potlacuji prozanétlivé populace T bunék a soucasné podporuji
predstavovat Uc¢innou strategii pro potlaceni negativnich vlivii imunosupresivnich latek na imunitni sys-
tém.

5.3 Modulace ¢asného zanétlivého mikroprostredi v poskozeném oku pomoci systémové
podanych mezenchymalnich kmenovych bunék ovlivnénych interferonem g

Eliska Javorkova, Peter Trosan, Alena Zajicova, Magdaléna Krulova, Michaela Hajkova a Vladimir Holan
Stem Cells Dev. 2014 23, 2490-2500

Cilem této studie bylo sledovat efekty systémové podanych MSCs izolovanych z kostni drené na ¢asnou
fazi akutniho zanétu v oku poskozeném hydroxidem sodnym. Mysi s poskozenym okem byly ponechany
nelécené, nebo jim 24 hodin po poranéni byly intravendzné podany fluorescencné znacené MSCs, které
byly nestimulované, nebo ovlivnéné IL-1a, TGF-B, nebo IFN-y. Po trech dnech od poskozeni jsme prokézali,
ze MSCs migruji specificky do poskozeného oka a ze pocet znacenych MSCs je 30krat vétsi v poskozeném
nez v kontrolnim oku. Studium slozeni populace leukocytt v poskozenych ocich ukazala, ze vsechny typy
testovanych MSCs mirné snizuji pocet lymfoidnich i myeloidnich infiltrujicich bunék, ale pouze MSCs pre-
inkubované s IFN-y vyznamné redukovaly procento bunék infiltrujicich do oka, pricemz nejvétsi efekt byl
pozorovan u myeloidnich bunék. Tato studie ukézala, Zze systémové aplikované MSCs migruji specificky
do poskozeného oka a 7ze MSCs ovlivnéné IFN-y jsou nejucinnéjsi ve snizovani infiltrace leukocyt do oka,
vyznamné snizuji produkci NO, IL-1ov a IL-6 a potlacuji akutni fazi zanétu.

6 DISKUZE

Bylo prokéazano, ze reaktivita a Gcinky MSCs jsou velice komplexni a uplatinuje se zde rada riznych
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mechanism. V soucasné dobé se diky novym znalostem oteviraji moznosti, jak terapeuticky potencial
MSCs zlepsit a tim zvysit pravdépodobnost Gc¢inné klinické aplikace. V predklddané praci jsme se zamérili
na studium vlivu nékolika faktord, které mohou terapeutickou Uspésnost MSCs vyznamné ovlivnit.

Nejprve jsme na modelu alogenni transplantace kiGze u mysi analyzovali terapeuticky vliv MSCs apli-
kovanych lokélné pomoci nanovlakennych nosicd s inkorporovanym CsA. Tento zplsob lokélniho podani
umoznuje snizeni nezddoucich G¢inkd systémové podavanych imunosupresivnich latek ¢ a zéroven zlep-
Suje zacileni MSCs do postizeného mista 33. Zjistili jsme, Ze lokaIné podané MSCs migruji do kozniho $tépu
a spadovych lymfatickych uzlin. Leukocyty izolované z lymfatickych uzlin (lymph node cells, LNCs) z mysi,
kterym byly aplikovany MSCs nebo MSCs s CsA produkovaly vétsi mnozstvi IL-10 a zaroven méné IFN-y.
Zaroven se vyznamné snizila schopnost LSCs stimulovat produkci NO naivnimi makrofagy. Pomoci prdto-
kové cytometrie bylo ujisténo, ze nejpocetnéjsi populaci leukocytd v koznim stépu tvori CD11b* bunky a ze
aplikace MSCs snizuje jejich zastoupeni. Soucasné s tim byla snizena také produkce NO a IFN-y bunkami
kozniho stépu. Dale jsme se proto zamérili na detailni analyzu makrofagt infiltrujicich do kozniho stépu.
Bylo popséno, ze MSCs maji schopnost potlacovat produkci NO prozanétlivou subpopulaci M1 makrofagu
a zaroven podporovat indukci protizanétlivé M2 subpopulace.® Ukézali jsme, ze ko-kultivace makrofagu
spole¢né s MSCs vede ke zvyseni exprese CD206 - znaku M2 makrofagl. Nasledné jsme v in vivo modelu
prokazali, ze aplikace MSCs v kombinaci s CsA vede ke zvyseni exprese CD206 a zvySené produkei IL-10
makrofagy ve stépu. Tato zmeéna fenotypu se mize podilet na regeneraci a potlaceni lokalni zanétlivé od-
poveédi.

Nase vysledky i dalsi studie®* tedy naznaduji, ze lécba kombinujici aplikaci MSCs s imunosupresivnimi
latkami se radi mezi slibné terapeutické strategie cilici na potlaceni zanétlivé imunitni reakce. Nicméné
o mechanismech interakce MSCs s imunosupresivnimi latkami a efektu této kombinované terapie na reak-
ci imunitniho systému je zatim zndmo jen velmi malo. V druhé ¢asti projektu jsme se zamérili na studium
interakci mezi MSCs a réiznymi imunosupresivnimi latkami (CsA, MMF — mykofenolat mofetil, Rapa - rapa-
mycin, Dex — dexamethazon a Pred - prednizon) in vitro a uréeni vlivu kombinované aplikace na jednotlivé
subpopulace T lymfocytt. Bylo prokézéno, ze MSCs maji schopnost inhibovat aktivaci T lymfocyt( a zéro-
ven podporovat jejich prezivani.®® Zjistili jsme, ze pritomnost MSCs v kulturéch ¢éaste¢né chrani splenocyty
pred bunécnou smrti indukovanou imunosupresivy a zaroven podporuje jejich inhibi¢ni plsobeni tim, ze
snizuje expresi aktivacniho znaku CD25 u CD4* i CD8* bunék. MSCs maji schopnost ovliviovat i diferenci-
aci a funkce T lymfocyt 2. Nase vysledky ukazaly, Zze MSCs a imunosupresivni latky plsobi synergisticky
na snizeni procentuélniho zastoupeni CD4*RORyt Th17 a zaroven CD4*IL-17* lymfocytd v kulturach. Prado
et al. (2011) popsali, ze glukokortikoidy mohou aktivovat Th17 buriky.?® V souladu s timto zji$ténim jsme
pozorovali, ze pritomnost Pred a Dex v kulture zvySuje zastoupeni Th17 bunék. Tento stimulaéni efekt byl
nicméné Uplné potlacen pomoci MSCs. Podobné také procento CD4*Tbet* Th1 lymfocytd bylo snizeno ve
vsech kulturach s MSCs. K vyznamnému snizeni doslo také u poctu CD4*IFN-y* a CD8*IFN-y* bunék. Déle
jsme také zjistili, ze MSCs potlacuji expresi GATA-3 a IL-4 ve vSech kulturdch s imunosupresivnimi latkami,
coz mlze byt vyhodné zejména pri 1éCbé onemocnéni spojenych s nadmérnou aktivitou Th2 lymfocytd,
jako jsou alergie nebo systémovy lupus erythematodes. Na rozdil od vySe popsaného inhibi¢niho vlivu
na Th1, Th2, Th17 a Tc lymfocyty jsme zjistili, Ze MSCs v kombinaci s imunosupresivy podporuji expresi
Foxp3 a IL-10, pricemZ nejvyznamnéjsi narlst v zastoupeni CD4*Foxp3* bunék byl detekovan ve vzorcich
inkubovanych s MSCs a CsA, Rapa a Dex.

MSCs jsou velice citlivé na své mikroprostredi a jejich imunomodulaéni vlastnosti tedy mohou byt ovliv-
nény také cytokiny?’ V dalsi ¢asti projektu jsme proto srovnavali vliv systémové podanych neovlivnénych
MSCs nebo MSCs preinkubovanych s IL-1a, IFN-y a TGF-B na akutni fazi zadnétu v oku poskozeném hyd-
roxidem. Prokézali jsme, ze MSCs podané intraven6zné migruji do poskozeného oka a ze vsechny druhy
testovanych MSCs potlacuji pocet infiltrujicich bunék. Nejvyznamnéjsi snizeni procenta myeloidnich bunék
a exprese IL-1a, IL-6 a NO v poskozeném oku bylo pozorovano pri pouziti MSCs preinkubovanych s IFN-y.
MSCs ovlivnéné IFN-y také vyznamné svysuji expresi IDO a iNOS, ¢imz potlacuji zanétlivé prostredi v po-
skozené rohovce.

V této préci jsme prokazali, ze lokalni aplikace MSCs na nanovldkennych nosicich, kombinace MSCs
s imunosupresivnimi latkami nebo preinkubace MSCs s cytokiny predstavuji vhodny prostredek pro zlep-
seni imunomodulacnich a terapeutickych vlastnosti MSCs. Nase vysledky také poukéazaly na to, ze pozoro-
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vané terapeutické efekty jsou vysledkem velice komplexnich interakci mezi MSCs, jejich mikroprostredim
a imunitnim systémem. Pochopenf téchto mechanismd je nezbytné pro vybér vhodné [écby a pro dosazeni
pozadovanych terapeutickych cild.

7 ZAVERY

Migracni a imunomodulaéni potencial MSCs aplikovanych na nanovlakennych nosicich
Lokéalné aplikované MSCs migruji z nanovldkennych nosi¢t do organismu prijemce. Po Sesti dnech od ap-
likace je mozné MSCs detekovat v koznim Stépu a ve spadovych lymfatickych uzlindch. Po podani MSCs
spole¢né s CsA dochéazi k vyznamnému zvyseni sekrece IL-10 a naopak snizeni produkce IFN-g LNCs.
Zaroven s tim se snizuje schopnost LNCs stimulovat naivni makrofagy k produkci NO.

Vliv MSCs podanych na nanovlakennych nosicich v kombinaci s CsA na lokalni zanétlivou
odpovéd’ v koznim alotransplantatu

AZ 60 % leukocytd v koznim Stépu tvorily CD11b* bunky. Podrobnou analyzou bylo zjisténo, Ze po aplikaci
MSCs dochéazi ke snizeni sekrece IFN-g bunkami z kozniho stépu a s tim souvisejici produkci NO. Jesté
vyznamnéjsi byl tento efekt po aplikaci MSCs spolec¢né s CsA. Makrofagy infiltrujici stép v této skupiné ex-
primovaly zvysené hladiny CD206 a zaroven produkovaly IL-10. V in oitro i in vivo systému dochézi vlivem
MSCs k indukci M2 fenotypu makrofagu.

Vlivimunosupresinich latek na fenotyp MSCs
Z4dné z testovanych imunosupresivnich latek pouzitych v terapeutickych davkach neméni expresi znakd
charakteristickych pro MSCs. Nejvyssi koncentrace MMF a Rapa snizuji viabilitu MSCs.

Mechanismus, kterym MSCs ovliviiuji pasobeni imunosupresivnich latek na rovnovahu mezi
ruznymi subpopulacemi T lymfocyta

MSCs maji schopnost snizovat apoptézu CD4* i CD8* T lymfocytd indukované imunosupresivy, zaroven
vsak neinterferuji se snizenim aktivace zplsobené témito Iéky. Kombinace MSCs spolecné s imunosupre-
sivnimi latkami vyznamneé snizuje zastoupeni a funkce Th1, Th2, Th17 a Tc lymfocytd, a naopak podporuje
protizanétlivou odpoved zalozenou na Treg bunkéach. MSCs maji schopnost potlacit nezadouci aktivaci
Th17 bunék, ke které mize dochazet vlivem nékterych imunosupresiv.

Pasobeni systémové podanych MSCs ovlivnénych riznymi cytokiny na akutni fazi zanétu
v rohovkovém epitelu

Intravendzné aplikované MSCs specificky migruji do poranéného oka. Nejvyznamnéjsiho efektu bylo dosaze-
no pri pouziti MSCs preinkubovanych s IFN-g, tyto bunky vyznamné potlacuji infiltraci leukocyty a snizuji
produkci IL-1a, IL-6 a NO v poskozené rohovce
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