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Abstrakt

Poskozeni rohovky je jednou z nejcastéjSich pfic¢in zhorSeného zraku nebo slepoty.
Pokud je poskozeni oka rozsahlé a zasahuje do oblasti limbu, niky limbalnich kmenovych
bun¢k (limbal stem cells, LSC), dochazi k jejich deficienci a tim ke ztraté schopnosti
pfirozené regenerace rohovky. Dochédzi k invazi spojivkového epitelu, k zanétu
a neovaskularizacim a rohovka se postupné stava neprtthlednou. Samotna transplantace
rohovky k 1é¢b¢ nestaci. Navic pfi poSkozeni obou oc€i je nutnd transplantace limbu nebo
LSC od alogenniho darce a takovy zékrok je nutny podpofit systémovym a lokdlnim
podanim imunosupresivnich 1ékt, které maji rozsahlé vedlejsi ucinky. Nalezenim vhodné
autologni bunééné ndhrady by bylo mozné davky imunosupresiv vysadit a tim tyto vedle;jsi
ucinky odstranit. Mesenchymalni kmenové builky (mesenchymal stem cells, MSC)
ptedstavuji vhodnou alternativu z divodu svych imunomodulac¢nich a diferencia¢nich
vlastnostni. Z tukové tkdn€ nebo kostni dfen¢ Ize ziskat dostatecné mnozstvi MSC.

Nasim cilem bylo sledovat lokéalni produkci cytokinti a dalSich molekul spojenych se
zénétem po chemickém poskozeni mysi rohovky a po 1écb€ kmenovymi bunikami
transplantovanymi pomoci nanovldkenného nosic¢e na poskozeny povrch oka. Porovnali
jsme terapeuticky ucinek transplantovanych MSC, izolovanych z tukové tkané nebo kostni
diené, a LSC, izolovanych z limbu, na lokalni produkci cytokinli a na regeneraci
rohovkového epitelu. Nase vysledky ukazuji, Ze po této terapii dochazi k inhibici lokéalniho

zan&tu a rohovkovy epitel je regenerovan rychleji nez u neléenych rohovek.

Klicova slova: Rohovka, limbalni kmenové buiiky, mesenchymalni kmenové burky,

nanovlakenny nosi¢, prozanétlivé cytokiny, deficience limbalnich kmenovych bun¢k



Abstract

The damage of ocular surface represents one of the most common causes of decreased
quality of vision or even blindness. If the injury is extensive and includes the region of
limbus, niche of limbal stem cells (LSC), LSC deficiency occurs and the natural corneal
regeneration is stopped. Conjunctival epithelium migrates into the injured area.
Neovascularization, local inflammation and corneal opacity occur. Corneal transplantation
is an insufficient treatment in such case. If the injury is bilateral, the allogenic limbal graft
or LSC transplantation is required. In such cases systemic immunosuppressive drugs with
many negative side-effects must be administered. The search for an adequate autologous
substitution is important for avoid immunosuppressive medication. Mesenchymal stem cells
(MSC) represent a perspective substitution for the reason of their immunomodulatory
properties and the capability to differentiate in many cell types. There is possibility to isolate
sufficient number of these cells from adipose tissue or bone marrow which are relatively
easily accessible.

Our goal was to observe local production of cytokines and other molecules which are
present in inflammatory reaction after the chemical burn of the murine cornea and after the
treatment with stem cells growing on nanofiber scaffold. We compared therapeutic effects
of MSC isolated from the adipose tissue or the bone marrow with LSC isolated from the
limbal tissue on local cytokine production and we evaluated the corneal regeneration was
affected after MSC and LSC transplantation. The results showed inhibition of local
inflammatory reaction after the treatment with stem cells and more rapid corneal

regeneration in stem cell-treated recipients.

Key words: Cornea, limbal stem cells, mesenchymal stem cells, nanofiber scaffold,

proinflammatory cytokines, limbal stem cell deficiency
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1. Seznam pouzitych zkratek

ABCG
Adn
AD-MSC
AM

APC
Bglap
BM-MSC
CCR

CD

COX
CXCR
DC
DMEM

EGF
FACS

FasL
FCS
FGF
GAPDH

HBSS
HGF
HLA
IDO
IFN
IGF
IL
iNOS
K3
K12
Ker

ATP-binding cassette protein G, ATP-dependentni transportér ABCG2
adipsin

adipose tissue derived-MSC, MSC izolované z tukové tkdné
amniotic membrane, amniova membrana

antigen presenting cells, buiiky prezentujici antigen

Bone gamma carboxyglutamate protein, osteocalcin

bone marrow derived-MSC, MSC izolované z kostni diené
C-C motif receptor, receptor pro C-C motiv

cluster of differentiation, diferenciacni antigen
cyclooxygenase, cyklooxygenaza

C-X-C motif receptor, receptor pro C-X-C motiv

dendritic cells, dendritické buiiky

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (v praci oznaceni pro DMEM + 10 %
FCS

epidermal growth factor, epidermalni rastovy faktor

fluorescence-activated cell sorting, tfidéni bunék na zaklad¢ aktivace
fluorescenci

Fas ligand

fetal calf serum, fetalni teleci sérum

fibroblast growth factor, ristovy faktor fibroblastt
glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase, glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza

Hank's balanced salt solution, Hankiv pufrovy roztok
hepatocyte growth factor, riistovy faktor hepatocyti

human leukocyte antigen, lidsky leukocytarni antigen
indolamine 2,3-dioxygenase, indolamin 2,3-dioxygenaza
interferon

insuline-like growth factor, insulinu podobny rustovy faktor
interleukin

inducible NO syntase, inducibilni NO syntaza

cytokeratine 3, cytokeratin 3

cytokeratine 12, cytokeratin 12

keratocan



LPS lipopolysaccharide, lipopolysacharid

LSC limbal stem cells, limbalni kmenové bunky

LSCD LSC deficiency, deficience limbalnich kmenovych bun¢k

Lum lumican

M1/M2 type I or II macrophages, makrofagy 1. nebo 2. typu

MHC major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

MSC mesenchymal stem cells, mesenchymalni kmenové bunky

NK natural killer, pfirozeny zabijec

OMEC oral mucose epithelial cells, buniky epitelu Ustni sliznice

PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PDGF platelet-derived growth factor, ristovy faktor derivovany z krevnich desticek
PD-L programmed death ligand, ligand bunécné smrti

PGE prostaglandin E

PMCs post mitotic cells, post mitotické bunky

Pparg peroxisome proliferator-activated receptor gamma, gama receptor aktivovany

peroxisomovymi proliferatory

RPMI Roswell Park Memorial Institute (médium)

SC stem cells, kmenové bunky

Spp secreted phosphoprotein, sekretovany fosfoprotein, osteopontin
TAC transient amplifying cells, pfechodné se dé€lici bunky

Tc cytotoxic T (lymphocytes), cytotoxické T (lymfocyty)

TDC terminally differentiated cells, terminalné diferencované buiky
TGF transforming growth factor, transformujici ristovy faktor

Th helper T (lymphocytes), pomocné T (lymfocty)

TNF tumor necrosis factor, faktor nadorové nekrozy

Treg regulatory T (lymphocytes), regulac¢ni T (lymfocyty)

TSG TNF-a stimulated gene, TNF-a stimulovany gen

VEGF vascular endothelial growth factor, ristovy faktor cévniho endotelu
VEGFR VEGF receptor, receptor pro VEGF

WST water soluble tetrazolium, ve vodé rozpustné tatrazoliové soli



2. Uvod

Poskozeni povrchu oka je pti¢inou 25 % piipadi slepoty po celém svéte. Pokud takoveé
poskozeni zasahuje az do oblasti limbu, niky limbalnich kmenovych bun¢k (limbal stem
cells, LSC) zodpovédnych za fyziologickou regeneraci a reparaci rohovky, dojde k jejich
deficienci (limbal stem cells deficiency, LSCD). Rohovku postupné ptekryva spojivkovy
epitel, dochazi k zanétlivé reakci, neovaskularizacim, postupnému zakaleni povrchu oka a ke
ztraté zraku. Pfi jednostranném poskozeni je mozné transplantovat rohovku od darce.
Zvyseni regenerace rohovky a zabrdnéni invaze spojivkového epitelu lze podpofit
transplantaci ¢asti limbu odebraného ze zdravého oka pacienta. Dalsi variantou je izolovat
LSC ze zdravého limbu, kultivovat je a nasledné transplantovat pomoci vhodného nosice na
poskozenou rohovku. Dojde-li k poSkozeni a LSCD obou o¢i neni vySe zminény postup
mozny. Po transplantaci rohovky bez limbu nebo LSC dochéazi k opétovnému zakalu
a znepruhlednéni. Pfi pouziti limbu nebo LSC od vhodného darce (kadaverozniho nebo
zijiciho) je nutné jako u kazdé alotransplantace podavat imunosupresivni léky, které mayji
vedlejsi ucinky a pacienti musi byt dlouhodobé sledovani. Hledé se proto vhodné autologni
nahrada, kterou by bylo mozZzné ziskat pfimo od pacienta postizeného LSCD. Takovou
nahradou by mohly byt rtizné typy bunck odebrané z tkani pacienta jako napt. kmenové
buiiky vlasového folikulu, epitelové buiky ustni sliznice, kmenové bunky zubni diené
a v neposledni fadé mesenchymalni kmenové buiiky (mesenchymal stem cells, MSC)
odebrané z tukové tkané€ (adipose tissue derived-MSC, AD-MSC) nebo kostni diené (bone
marrow derived-MSC, BM-MSC). Tyto zdroje MSC jsou pomérné¢ snadno dostupné
a ohrozeni zdravi pacienta je béhem takovych zakrokdi minimalni.

MSC jsou multipotentni kmenové buiiky (stem cells, SC) schopné diferencovat na
buniky riznych tkani véetné¢ bunck exprimujicich gen pro znak rohovkového epitelu
cytokeratin K12 (K12). MSC maji schopnost migrace do poskozenych tkéni, kde se podile;ji
na regeneraci. Maji také rozsahlé imunomodulacni vlastnosti, pomoci kterych sniZuji
proliferaci a aktivitu bun¢k adaptivni i pfirozené imunity a sméfuji imunitni odpovéd
povrchu oka. Béhem takové terapie by bylo mozné snizit nebo upln¢ vysadit davky

imunosupresivnich 1€k, inhibovat zanét a ptizniveé ovlivnit reparaci a regeneraci rohovky.
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3. Cil prace

Po jednostranném poskozeni povrchu oka a vzniku LSCD je prvni volbou transplantace
rohovky a autologni transplantace ¢asti limbu ze zdravého oka, kterd zajisti regeneraci nové
rohovky od darce. Dalsi moznosti je kultivace LSC z limbu zdravého oka a jejich pfenos
na poskozenou rohovku pomoci vhodného nosi¢e. Pti oboustranném poskozeni neni tento
postup mozny a je potifeba pouzit limbalni tkan nebo LSC od alogenniho darce. S timto
krokem je spojené podavani imunosupresivnich 1€k, které maji rozsédhlé vedlejsi ucinky.
Vhodnou autologni ndhradou by mohly byt MSC, které se daji pomérn¢ snadno izolovat
z kostni dfené¢ nebo tukové tkadn€, maji rozsahlé imunomodula¢ni vlastnosti jako napft.
tlumeni lokdlnitho z&n&tu. Cilem této prace bylo sledovat terapeuticky uc¢inek
transplantovanych SC na rohovku poSkozenou hydroxidem sodnym (NaOH). Ke studiu
lécebnych ucinkl transplantovanych SC byla analyzovdna lokalni exprese genii pro
prozanétlivé cytokiny a dal$i imunoregula¢ni molekuly spojené se zanétem. Regenerace
rohovkového epitelu byla sledovana vizudln€é a predev§im analyzou exprese genu pro

cytokeratin K12, ktery je znakem epitelu mysi rohovky.
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4. Literarni prehled
4.1 Poskozeni povrchu oka a LSCD

4.1.1 Povrch oka

Povrch oka je tvofen spojivkou a rohovkou. Spejivka pokryva viditelnou ¢ast skléry
a vnitini stranu vicek. Je sloZzena z vrstevnatého dlazdicového nerohovéjiciho epitelu, ktery
obsahuje poharkovité buiiky a zaroven je ve spojivce pfitomen i vrstevnaty cylindricky
epitel.

Rohovka pokryva 20 % ptedniho povrchu oka. Je to prithlednd, bezbarva a bezcévna
tkan, ktera prekryva duhovku, zornici a predni komoru o¢ni. Jeji svétlolomné vlastnosti jsou
dilezité pro normalni pienos svétla na sitnici a pro zdravé vidéni. Sklada se z predniho
epitelu rohovky (vrstevnaty dlazdicovy nerohovéjici epitel), ktery je z vnéjsi strany pokryt
vrstvou proteind a lipidd. Pod epitelem se nachdzi Bowmanova membrana tvotfena
nepravidelné se kfizicimi kolagennimi vldkny zalitymi v extracelularni matrix. Nejsilnéjsi
vrstvou rohovky je stroma slozené z pravouthle uspotadanych fibril kolagenu, mezi kterymi
jsou pritomny keratocyty. Rohovkovy endotel je jednovrstevny nerohovéjici dlazdicovy
epitel s velkym obsahem mitochondrii a se zna¢nou proteosyntézou. Produktem endotelu je
Descemetova membrana nachézejici se mezi rohovkovym stromatem a endotelem.

Rohovka neni krevné ani lymfaticky zasobena. Tak je zamezeno transportu antigeni
a bunék prezentujicich antigen (antigen presenting cell, APC) do sekundarnich lymfatickych
organd a rozvinuti imunitni odpovédi nebo priniku imunitnich bunék do rohovky. Buniky
ve vSech vrstvdch rohovky exprimuji minimdlni mnoZstvi proteini hlavniho
histokompatibilniho komplexu I a II (major histocompatibility complex, MHC). Produkce
trombospondinu, receptoru pro ristovy faktor cévniho endotelu 1 (vascular endothelial
growth factor receptor-1, VEGFR-1) a angiostatinu inhibuje tvorbu endotelu cév a tim
tvorbu krevnich cév v rohovce (Gabison et al. 2004; Cursiefen et al. 2011). Bunky
rohovkového epitelu a endotelu konstitutivné exprimuji Fas ligand (FasL), jehoZ pomoci
indukuji apoptozu u efektorovych T lymfocytl a dale ligand proteinu programované bunécéné
smrti-1 (programmed death-1 ligand, PD-L1), ktery tlumi T bunécnou odpovéd’ a indukuje
apoptozu T lymfocytti (Hori et al. 2006).
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4.1.2. PoSkozeni povrchu oka

Na svéte je 285 milionti pacientl s poskozenym zrakem, z toho 39 milioni lidi je slepych
a 25 % téchto piipadl je zplsobeno poskozenim rohovky (Pascolini and Mariotti 2012).
Povrch oka mtize byt poSkozen ptimo: mechanicky, tepelné a chemicky nebo nepfimo jako
nasledek infekéniho onemocnéni (napf. wulcerativni keratitida, trachom). DalSim
mechanismem poskozeni rohovky jsou rohovkové dystrofie zpiisobené genetickou vadou
nebo autoimunitnim onemocnénim (napt. Steven-Johnsonliv syndrom), béhem kterého
dochazi vlivem zéanétu vicek a okolnich tkéni k vaskularizaci rohovky a postupné ztraté
zraku.

Prognoza 1écby zasazené rohovky zélezi na rozsahu poskozeni. Rohovka je schopna se
sama regenerovat pomoci migrace a diferenciace LSC z limbu. Jakmile dojde i k poSkozeni

této struktury, regenerace rohovky se zastavuje a postupné dochézi k jejimu zneprithlednéni.

4.1.3 LSCD

Pti rozsdhlém poskozeni rohovky dochéazi k zasazeni vétsi ¢asti nebo celého limbu,
k naruSeni pfirozené regenerace rohovkového epitelu pomoci LSC, coz vede k LSCD.
Limbus neslouZi pouze jako nika pro LSC, ale také jako bariéra proti migraci spojivkového
epitelu. Po zniceni limbu dochazi k invazi spojivkového epitelu, ktery tvoii pro rohovku
atypické prostiedi. Postupné dochazi k neovaskularizacim, chronickému lokalnimu zanétu,
jizveni stromatu, zten¢eni rohovky a k postupnému zakaleni povrchu oka (Dua et al. 2009;

Ordonez and Di Girolamo 2012).

4.1.3.1 Lé¢ba LSCD

Transplantace rohovky je prvni volbou pii1 poskozeni povrchu oka a pouziva se 1 pfi
kosmetickych nebo refrakénich vadach. Vzhledem k imunoprivilegité rohovky se jedna
i ptes tuto vyhodu dochazi k odhojeni §t&pti. Uspésnost transplantace zavisi na stavu ptivodni
rohovky a na shodé darce a pfijemce v lidském leukocytarnim antigenu (human leukocyte
antigen, HLA). Pti pfedchozi neovaskularizaci rohovky lze predpokladat, Ze imunologicka
privilegita tkan¢ byla naruSena a riziko rejekce Stépu je tak vyssi (Maddula et al. 2011).
Takova situace nastava i béhem LSCD.

Pro uspéSnou transplantaci rohovky je potfeba mit zachovany limbus, aby se nova

rohovka mohla dale regenerovat. U LSCD je tato pfirozena oprava zastavena a samotna
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transplantace je neucinna. Po Case dochdzi k opétovné invazi spojivkového epitelu
a vzhledem k naruSeni imunologického privilegia rohovky je takovy §tép nachylnéjsi
k odhojeni (Maddula et al. 2011). Poté je nutno pfistoupit k transplantaci bud’ autologniho
limbu nebo LSC izolovanych ze zdravého oka (Rama et al. 2010). Pokud je poskozeni limbu
oboustranné, neni takovy postup mozny. Jakakoliv alogenni transplantace musi byt navic
podpoiena silnou davkou systémovych imunosupresivnich 1€k, které maji fadu vedlejsich
ucinkd.

Limbus je bohaté¢ cévné zasoben a neni tedy jako zbytek rohovky imunologicky
privilegovany a je potieba pouziti imunosupresiv. Ackoliv je od kadaverdzniho darce mozné
odebrat cely limbus, v nedavné dobé se ukézalo, ze transplantace ¢asti limbalni tkané od
zijictho darce je pro regeneraci rohovky a znovuziskani zraku vyhodnéjsi (Titiyal
et al. 2015). V mySim experimentadlnim modelu transplantace alogenniho limbu dochézelo
k jeho odhojeni, béhem kterého hraly dulezitou roli pomocné lymfocyty 1 (Thl lymfocyty).
V odhojené tkani byla zjisténa exprese genl pro inducibilni syntdzu oxidu dusnatého
(inducible NO syntase, iNOS) a Th1 cytokiny jako interleukin 2 (IL-2) a interferon y (IFN-y)
spole¢né s minimalni expresi genli pro Th2 cytokiny (IL-4, IL-10). Pouzitim anti-CD4
protilatky bylo rejekci rohovky zabranéno (Lencovd et al. 2011). Diive bylo na
experimentalnim modelu kralika ukazéano, ze zasah do zdravého oka miize vést k nezvratnym
zménam v regeneraci rohovky déarce a k casteCné invazi spojivkového epitelu (Chen
and Tseng 1991). V takovém piipad€ by zasah do zdravého oka pacienta u unilateralni LSCD
nebo pfi odbéru limbu od zijiciho dérce ohrozil zrak i ve zdravém oku. Vhodnou néhradou

pii bilaterdlni LSCD nebo v ptipadech, kdy odebrani ¢asti limbu ze zdravého oka neni

z4douci, by mohlo byt pouziti autolognich SC ziskanych z rtiznych tkéani pacienta.

4.2 Buiiky vhodné k transplantaci pri 1é¢bé poskozeného povrchu oka

MSC a LSC jsou, vzhledem k zamétfeni diplomové prace, vé€novany samostatné
kapitoly, a proto néasleduje pouze kratky ptehled bunék pouzitych v experimentech vzhledem

k poskozenému povrchu oka a LSCD.

4.2.1. Buniky epitelu ustni sliznice (oral mucose epithelial cells, OMEC)
Ex vivo kultivované OMEC byly pouZity v né€kolika terapiich LSCD u lidi s rtiznou

uspésnosti od 43 % do 67 %. Po urcité dobé po transplantaci dochazelo k neovaskularizaci

a invazi spojivkového epitelu na okrajich rohovky (Nishida et al. 2004). V dal§im klinickém
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testu byla transplantace tispéSna a 1 po dvou letech bez viditelného poSkozeni nebo ndvratu
LSCD. V tomto ptipad¢ byly OMEC na rozdil od ptedchozich pokust kultivovany v médiu

bez zviteciho séra a zivné vrstvy (Kolli et al. 2014).

4.2.2 SC vlasového folikulu

Pokud jsou tyto builky péstovany v médiu z kultivovanych limbalnich fibroblastt,
dochazi u nich in vitro k diferenciaci na buniky exprimujici znaky rohovkového epitelu. Na
mysSim modelu byla transplantace takovychto bunék na poSkozenou rohovku s LSCD
uspésna v 80 % ptipadl, byla potlacena vaskularizace a rist spojivkového epitelu

(Meyer-Blazejewska et al. 2011).

4.2.3 Kmenové buiiky zubni difené

Po transplantaci SC izolovanych ze zubni diené na poSkozenou rohovku krélika byla
pozorovana jejich diferenciace v bunky exprimujici znaky typické pro rohovku K3 a K12
(Gomes et al. 2009). Po kultivaci a diferenciaci na nanovlakenném nosic¢i exprimovaly tyto
buiikky keratocan a keratan sulfdt a byly pozorovany struktury podobné rohovkovému

stromatu (Syed-Picard et al. 2015).

4.3 Limbalni kmenové buinky (LSC)

4.3.1 Charakterizace LSC

LSC jsou malé nediferencované SC nachdzejici se v oblasti limbu mezi utvary
oznacovanymi jako Vogtovy palisady. Ty jsou tvofeny zdhyby bazalni membrany zasahujici
hluboko do limbalniho epitelu. V roce 1971 byl poprvé popsan limbus jako oblast povrchu
oka Ucastnici se regenerace rohovky (Davanger and Evensen 1971). Vogtovy palisady tvofi
limbalni epitelidlni krypty, ve kterych se LSC nachazeji (Dua 2005). Cévné zadsobena bazalni
membrana limbu zajist'uje pro tuto niku LSC dobré prokrveni, zasobeni Zivinami a piisun
rastovych a diferencia¢nich faktort. Dilezitym prvkem je i extracelularni matrix propojujici
jednotlivé LSC (Li et al. 2007). Vogtovy palisady a pfirozena pigmentace bazalniho epitelu
limbu chréni tyto SC pted poSkozenim UV zatenim (Echevarria and Girolamo 2010). LSC
nejsou v této nice pritomny rovnomeérné, ale soustied’uji se hlavné v dolni a horni ¢asti limbu

(Goldberg and Bron 1982).
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Ptitomnost SC zodpovédnych za regeneraci rohovky byla pozdé€ji potvrzena u pacient
s poskozenym povrchem oka, u kterych dochézelo k obnové epitelu od periferie rohovky
smérem do stiedu (Dua et al. 1994).

Po poskozeni rohovky jsou LSC schopny rychle reagovat a nahradit chybéjici buiky
epitelu rohovky. Dochazi u nich stejné€ jako u ostatnich SC k asymetrickému déleni, kdy se
jedna bunka diferencuje, odpoutava se od bazalni membrany a stdva se z ni prechodné dé€lici
se buiika (transient amplyfying cells, TAC), kterd se déle diferencuje a migruje do stfedu
rohovky. Druha dcefind buiika zstava v nice SC jako zasoba pro dalsi déleni. TAC se déle
diferencuji v postmitotické buiiky (postmitotic cells, PMC) a nakonec v terminalné
diferencované builky (terminally differentiated cells, TDC). V poslednich dvou fézich se
nejsou tyto buiniky schopny déle délit a pouze se diferencuji (Lehrer et al. 1998).

LSC maji také imunomodulaéni vlastnosti. Jsou schopny inhibovat proliferaci
lymfocytl a produkci prozanétlivych cytokint aktivovanymi T lymfocyty. V tomto sméru
se ukazaly podobné supresivni jako klasické regulaéni T lymfocyty (Treg) nebo MSC. LSC
pusobi na T lymfocyty zatim neznamymi solubilnimi faktory, ale nejedna se o stejné faktory
jako u imunomodulace pomoci MSC (viz dale). Exprimuji zvySenou hladinu anti-
apoptotickych molekul jako Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, XIAP a survivin. Byla u nich nalezena
zvySend exprese RNA pro FasL a unikaji rozpozndni a lyzi pomoci cytotoxickych

T lymfocytd (Tc lymfocytti) (Holan et al. 2010).

4.3.2 Znaky LSC

Pro LSC nebyl nalezen zadny jedine¢ny znak. Pro identifikaci 1ze pouZit kombinace
intracelularnich znaki jako je transkripéni faktor p63, prevazné jeho izoforma ANp63a
(Pellegrini 2001) a ATP-dependentni transportér ABCG2 (ATP-binding casette protein G 2).
Naopak neexprimuji znaky rohovky jako K3 (u myS$i neni znakem rohovky), K12

a konexin 43 (Krulova et al. 2008; Ordonez and Di Girolamo 2012).

4.3.3 Diferenciace LSC v buriky rohovkového epitelu

Jak bylo popséano vyse, z LSC asymetrickym délenim vznikaji TAC, které migruji ke
sttedu rohovky a dale se diferencuji. V limbu a v rohovce se tak nachdzi v tomto sméru
spektrum rizné diferencovanych TAC, pficemZz smérem k limbu si zachovavaji svou

schopnost déleni a smérem k centru rohovky tuto schopnost ztraceji. V rohovce se z téchto
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bunék postupné stavaji buniky exprimujici rohovkové znaky (Lehrer et al. 1998). Signaly
vedouci z poskozené rohovky do limbu, podporujici déleni a diferenciaci LSC nejsou dosud
dobfe znamy. Rustovy faktor hepatocytl (hepatocyte growth factor, HGF), rustovy faktor
fibroblastti B (fibroblast growth factor B, FGF-B) a transformujici rastovy faktor a a 3
(transforming growth factor a a B, TGF-a a TGF-B) jsou spojovany s modulaci proliferace
a rastu bun¢k o¢niho povrchu (Li and Tseng 1995). DalSim takovym faktorem je inzulinu
podobny riustovy faktor I (insulin-like growth factor I, IGF-I), ktery je zatim jedinym
znamym rustovym faktorem indukujicim expresi K12 u diferencujicich se LSC (Trosan et al.
2012). IGF-I je produkovan v rohovce. Po poskozeni povrchu oka dochazi ke snizeni exprese
receptori pro tento ristovy faktor u epitelu rohovky, aby nemohl byt vychytdvan a mohl se
dostat az do oblasti limbu, kde podporuje diferenciaci LSC. Samotnou proliferaci LSC, bez
diferenciace na builky exprimujici K12, vyvolavéa epidermalni rlstovy faktor (epidermal

growth factor, EGF) a FGF-B (Trosan et al. 2012).

4.3.4 Vyuziti LSC pro 1écbu poskozeného povrchu oka

Na zvitecich modelech byla pozorovana LSCD po odstranéni nebo rozsdhlém poskozeni
limbu. Na téchto, ptfevazné krali¢ich, modelech byly zkouméany moznosti transplantace jak
limbu, tak autolognich nebo alogennich LSC (Chen and Tseng 1991; Gimeno et al. 2007).

Pellegrini et al. poprvé kultivovali LSC z ¢asti odebraného limbu a transplantovali tyto
SC dvéma pacientim s jednostrannou LSCD. Jeden pacient podstoupil po dvou
letech biopsii této oSetfené rohovky a ta vykazovala veskeré znaky opraveného rohovkového
epitelu (Pellegrini et al. 1997). V roce 2010 probéhla klinicka studie, béhem které byly
transplantovany pomoci fibrinového lepidla LSC osmi pacientiim. Pied aplikaci bylo nutné
chirurgicky ocistit rohovku od invazivniho spojivkového epitelu. Nebyla zaznamenana
neovaskularizace ani zanét, dochdzelo k zprithlednéni rohovky a k navraceni zraku (Rama
et al. 2010). V dalsi studii bylo 1éceno dvé sté pacientid s unilaterdlni LSCD pomoci
transplantace LSC kultivovanych z ¢asti limbu ziskaného ze zdravého oka. U 71 % takto
oSetfenych oc¢i byly rohovky bez cév a kompletné pokryté rohovkovym epitelem (Sangwan
etal. 2011).

Pti bilateralnim poskozeni LSCD je nutno pouZit alogenni limbalni tkan nebo alogenni
LSC. V nékterych studiich byla po delsi dobé od transplantace detekovana pouze DNA
epitelovych bunék piijemce. LSC tak nejspiSe plisobily pouze jako buiiky produkujici

chemotaktické molekuly pro progenitorové buiiky, které cirkulovaly v periferni krvi po
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poskozeni rohovky (Sharpe et al. 2007). Jak bylo popsano vyse, po alogenni transplantaci je
nutné pouzit imunosupresivni 1éky a vysledek i pies toto opatfeni neni jisty. Hleda se proto
bunécné autologni ndhrada, po jejiz transplantaci by bylo mozné omezit nebo uplné vysadit
imunosupresiva. Bohatym zdrojem vhodnych autolognich bun¢k by kromé vyse popsanych

buné¢k mohly byt MSC.

4.4 Mesenchymalni kmenové buiiky (MSC)

MSC jsou multipotentni SC podobné fibroblastim schopné diferenciace v bunky
ruznych tkani a jsou tedy predmétem vyzkumu jako potencionalni 1écba riznych nemoci
a defektl. Puvodné byly tyto bunky identifikovany jako multipotentni stromalni
prekurzorové bunky Friedensteinem et al. (1966). Dnes je znamo, ze MSC tvofi heterogenni
populaci bunék s imunomodula¢nimi a diferenciacnimi vlastnostmi a Ize je izolovat z mnoha
tkani téla. Mezindrodni spole¢nost pro bunécnou terapii v roce 2005 nazvala tyto buniky jako
multipotentni mesenchymalni stromalni buiikky. Za mesenchymalni kmenové buiiky jsou
povazovany jen takové, které splnuji urcita kritéria pro SC popsana dale. Zkratka MSC je

pouzivana u obou typti bunék (Dominici et al. 2006).

4.4.1 Charakteristika MSC
4.4.1.1 Zdroje MSC

MSC se nachéazeji v mnoha tkanich, ve kterych s nejvétsi pravdépodobnosti plni tlohu
pfi reparaci a regeneraci. Poprvé byly izolovany a kultivovany z kostni diené (Friedenstein
et al. 1970), jedna se o nejCastéjsi zdroj téchto SC. Pozd&ji byly MSC izolovany z
Whartonova rosolu pupecniku (Wang et al. 2004), pupecnikové krve (Lee et al. 2004),
placenty (Igura et al. 2004), kosterniho svalu (Williams et al. 1999), zubni dfen¢ (Gronthos
et al. 2000) nebo z rohovky a limbu (Garfias et al. 2012). Vyhodou MSC z kostni difen¢ je
kromé velkého poc¢tu 1 moznost jejich pouziti k autologni transplantaci. Ziskani kostni diené
je pomémné velky a bolestivy 1ékafsky zasah. Jako vhodna alternativa se ukdzaly MSC

ziskané liposukci z tukové tkan¢ (Rodriguez et al. 2005).

4.4.1.2 Povrchové znaky MSC
MSC nemaji zadny specificky znak a k jejich identifikaci se pouziva souhrn

pozitivnich a negativnich znakii spolecné¢ s fenotypem a diferenciacnimi vlastnostmi.
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Vzhledem k rozdilnym zptsobiim kultivace a specifikace téchto bunék, kvili kterym bylo
slozité porovnavat jednotlivé experimenty a vysledky, stanovila Mezinarodni spolecnost pro
bunécnou terapii tii kritéria, podle kterych mohou byt lidské MSC definovany. Buiiky musi
byt adherentni k plastu za standardnich kultiva¢nich podminek, exprimuji diferenciacni
antigen 73 (cluster of differentiation 73, CD73) (5 -nukleotidaza), CD105 (soucast TGF-B1
receptoru), CD90 (Thy-1 protein ucastnici se mezibunécnych interakci) a naopak
neexprimuji znaky CD45, CD34, CD14 nebo CD11b, CD79 nebo CD19 a neexprimuji
HLA-DR (Dominici et al. 2006). Jednotlivé znaky se mohou lisit vzhledem k tkéni nebo
organismu, ze kterého byly MSC izolovany.

MSC kontinudlné¢ exprimuji nizkou hladinu MHC 1. MHC 1I je exprimovan az po
stimulaci pomoci [FN-y. Kostimula¢ni molekuly CD80, CD86 a CD40 chybi uplné. To
poukazuje na mozné pouziti takovych bunék k alotransplantacim bez rozsahlé imunosuprese
ptijemce (Le Blanc et al. 2003).

MSC jsou schopny migrovat do mista poskozeni. Exprimuji n¢kolik receptori pro
chemokiny jako receptor C-C motivu 6 (C-C motif receptor 6, CCR 6), CCR9, receptor
C-X-C motivu 3 (C-X-C motif receptor 3, CXCR 3) a CXCR6 (Chamberlain et al. 2008).
Dalsim je CCR7 receptor pro SLC/CCL21. Po vpraveni tohoto chemokinu pod poranénou
kazi mysi dochdzelo k migraci MSC do mista poskozeni a k urychlenému hojeni (Sasaki et
al. 2008). MSC exprimujici CCR7 vpravené do periferni krve mohou migrovat do
sekundarnich lymfatickych organii, ¢imZ je podpofen jejich imunomodulaéni Uc¢inek
proti hostiteli (Li et al. 2014). Po poskozeni mysi rohovky byla pozorovana zvySena
cirkulace rekrutovanych MSC v krvi a zvySend produkce chemoatraktantli substance P
a SDF-1 jak v poSkozené rohovce, tak v periferni krvi. Intravenézné vpravené MSC
migrovaly pouze do poskozeného oka a dochéazelo k obnové rohovkového epitelu (Lan et al.
2012). MSC stimulované pomoci IFN-y a vpravené intraven6zn¢ do mysi migrovaly do
poskozené rohovky, kde ucinné inhibovaly produkei prozanétlivych molekul IL-1, IL-6

a NO (Javorkova et al. 2014).

4.4.2 Imunomodulaéni vlastnosti MSC

MSC nejsou kvilli chybéjicim koreceptorim CD80, CD86 a CD40 schopny
prezentovat antigen T lymfocytim. Po stimulaci IFN-y exprimuji MSC FasL, pomoci
kterého jsou MSC schopné zabijet T lymfocyty, které MSC rozpoznaji. MSC mohou byt,
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vzhledem k témto vlastnostem a vzhledem k malé expresi MHC I a neptitomnosti MHC I,
oznacovany za imunoprivilegované. MSC na svém povrchu exprimuji mnoho molekul, které
jsou dilezité pro mezibunéény kontakt a jsou tak schopny ovlivnit proliferaci nebo funkce
bun¢k. MSC inhibuji proliferaci a aktivitu T bun¢k, B bunék, NK buné¢k, makrofagi a DC
a snizuji expresi cytokinti (Aggarwal 2005; Mazar et al. 2009).

4.4.2.1 Produkce faktoru zodpovédnych za imunomodulacni viastnosti MSC

Kromé mezibunécného kontaktu produkuji MSC molekuly zodpovédné za ovlivnéni
imunitnich pochodl v misté ptisobeni.

Mezi tyto molekuly tcastnici se imunomodulace patii indolamin 2,3-dioxygendza
(IDO) a iNOS. iNOS je syntetizovana piedev§im mySimi MSC, zatimco IDO je tvofena ve
vétsSim mnozstvi lidskymi MSC (Ren et al. 2008). MSC spontann¢ produkuji TGF-p.
V prostiedi poskozené tkan¢ s vys§im vyskytem IL-1, faktoru nddorové nekrozy a (tumor
necrosis factor o, TNF-o) a IFN-y je tato produkce zvysena. Po stimulaci prozanétlivymi
faktory MSC produkuji dalsi riistové faktory jako HGF, rastovy faktor krevnich desticek
(platelet derived growth factor, PDGF), VEGF a IGF-I, které napoméhaji regeneraci tkdné
(Yoon et al. 2010). Bylo zjisténo, ze MSC maji vétsi imunosupresivni schopnost po stimulaci
IFN-y v kombinaci s IL-1 nebo TNF-a. Tyto cytokiny vedou k vétsi expresi iNOS u mysich
MSC a k produkei leukocytarnich chemokinti, které ptitahuji T lymfocyty, B lymfocyty, ale
1 bunky prezentujici antigen do mista vyskytu MSC. Tam zvySena hladina NO tlumi imunitni
funkce téchto lymfocytii (Ren et al. 2008). Po stimulaci prozanétlivymi cytokiny (IL-1, IL-
2, IFN-y a TNF-0) nebo pomoci lipopolysacharidu (LPS) produkovaly MSC zvySenou
hladinu IL-6. Naopak protizanétlivé cytokiny (TGF-B a IL-10) podpofily produkci TGF-3
(Svobodova et al. 2012).

Jako dal$i imunomodula¢ni faktory se uplatiiuje prostaglandin E2 (PGE2), IL-6, IL-10
nebo u lidi HLA-GS5. PGE2 je eikosanoid syntetizovany z kyseliny arachidonové pomoci
cyklooxygenaz (cyclooxygenase, COX) a prostaglandin syntazy. COX se vyskytuje
v buitkdch ve dvou formich jako COX-1 a COX-2. Obé¢ formy jsou konstitutivné
syntetizovany MSC, ale expresi COX-2 Ize zvysit stimulaci pomoci TNF, IFN-y nebo TLR3
(Waterman et al. 2010).
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4.4.2.2 Vliv MSC na T lymfocyty

Jednim ze zpasobu ovlivnéni proliferace a aktivity T lymfocyti pomoci MSC je
produkce NO. U mysSich MSC produkci NO zajistuje iNOS, ktera je exprimovana po
stimulaci IFN-y v kombinaci s IL-1 nebo TNF-a. Tento mechanismus ovliviiuje jak CD4+,
tak CD8+ T lymfocyty (Ren et al. 2008). U lidskych MSC je iNOS exprimovana
v minimalnim mnoZzstvi, po stimulaci IFN-y je exprimovan gen pfevazné pro enzym IDO,
ktery redukuje mnozstvi tryptofanu, aminokyseliny dulezité pro proliferaci T lymfocytt
(Ren et al. 2008; Li et al. 2014). Bylo zjisténo, Ze jednim z hlavnich mechanismt inhibice
proliferace T lymfocyti je zastaveni jejich bunécného cyklu v GO/G1 fazi. Dochazi nejen
k inhibici proliferace T lymfocytl, ale i k zastaveni produkce IFN-y. Tato schopnost je u
MSC vyvolana po stimulaci praveé IFN-y (Krampera et al. 2006).

MSC také ovliviiuji diferenciaci naivnich T bunék v Th17 nebo Treg lymfocyty. Smér
vyvoje zavisi na produkci TGF-B a IL-6. Béhem produkce TGF- dochazi k prednostnimu
vyvoji Treg, pokud MSC produkuji TGF-f spole¢né s IL-6 dochazi k vyvoji prozanétlivych
Th17 lymfocyti (Svobodova et al. 2012; Alawad et al. 2015). Mezibunéény kontakt
s alogennimi T lymfocyty (spole¢né s ptitomnosti IL-10) je nutny k sekreci solubilniho
HLA-GS5 u lidi, ktery inhibuje proliferaci T lymfocyti a naopak podporuje diferenciaci
CD4"CD25Me"FoxP3* Treg lymfocytll (Selmani et al. 2008). MSC mohou také napomahat
k diferenciaci Th17 lymfocytd na Treg lymfocyty. U MSC byla popsdna schopnost
indukovat produkci IL-10 a expresi transkripéniho faktoru FoxP3 u Th17 lymfocytd. Po
kontaktu s Th17 lymfocyty MSC inhibuyji jejich produkci cytokint jako IL-17, IL-22 a IFN-y
(Ghannam et al. 2010). MSC dale reguluji pocet Thl a Th2 lymfocyti. Zatimco u Thl
inhibuji efektorové funkce a dochdzi ke snizeni produkce IFN-y, vyvoj Th2 lymfocyti
podporuji tim, Ze napt. dendritické bunky (dendritic cell, DC) po ovlivnéni MSC produkuji
vice IL-10. U samotnych Th2 dochazi také ke zvySeni produkce IL-10 a IL-4. Timto
(Aggarwal 2005; Bouffi et al. 2010). Melief et al. (2013) popsali, ze v indukci Treg
lymfocytlh pomoci MSC jsou nepostradatelné monocyty a Ze MSC podporuji diferenciaci
téchto monocytli v makrofagy typu II (M2), které produkuji IL-10 a CCL18. MSC dale
produkci PGE2 inhibuji aktivaci T lymfocyti zprostfedkovanou receptorem T lymfocyti.
Tato produkce PGE2 je zavisld na pfitomnosti IL-6 (Bouffi et al. 2010). MSC jako
imunoprivilegované buiiky unikaji rozpoznani hostitelskymi T lymfocyty a jsou schopny

spustit u téchto bun¢k FasL/Fas zprosttedkovanou apoptdzu (Mazar et al. 2009).
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4.4.2.3 Vliv MSC na B lymfocyty
MSC inhibuji expresi receptori CXCR4, CXCR5 a CCR7 pro chemokiny u

B lymfocyti, zatimco exprese jejich kostimulacnich molekul zistdva nezménéna (Cvija et al.
2012). Ztratou exprese téchto receptort je zabranéno B lymfocytliim ve zrani, v migraci do
Peyerovych plak a ve vstupu do sekundarnich lymfoidnich organti. Mechanismem inhibice
proliferace je zastaveni bunéného cyklu B bunék v G0/G1 fazi podobné jako u T lymfocytt
pomoci mezibunécného kontaktu. Tyto inhibi¢ni vlastnosti MSC se projevuji i po stimulaci
IFN-vy, coz nejspiSe poukazuje na roli enzymu IDO (Krampera et al. 2006). MSC inhibuji
proliferaci B lymfocytl a zaroven produkci protilatek IgG a IgM (Asari et al. 2009). V jiném
pokusu s myS$imi MSC inhibovaly tyto buniky proliferaci, aktivaci a sekreci IgG B lymfocyty.
MSC produkei IgG nejen inhibovaly, ale 1 stimulovaly, a to pfevazné pomoci produkce IL-6.
Zalezi na sile podnétu k produkcei nebo tohoto imunoglobulinu (Rasmusson et al. 2007).
Ukazalo se, ze pro inhibici produkce protilatek a proliferace B lymfocytii pomoci MSC je

dilezita ptitomnost [FN-y (Rosado et al. 2015).

4.4.2.4 Vliv MSC na NK buiiky

Vliv MSC na NK buriky se vyznacuje snizenim produkce IFN-y, snizenim proliferace
NK bunék, zménou jejich fenotypu a snizenim cytotoxicity vici cilovym buiikdm. Tato
inhibice je vétsi pii plisobeni na klidové NK buniky nez na aktivované. MSC unikaji NK
zprosttedkované lyzi tim, Ze sniZzuji produkci IL-2 a IL-15 T-lymfocyty, které jsou nutné
k aktivaci NK bunék. Naopak NK buiiky jiz aktivované pomoci IL-2 a IL-15 jsou schopné
MSC rozpoznat a znicit. Inhibi¢ni schopnosti MSC zéavisi na bunééném kontaktu i na

solubilnich faktorech, mezi které patii PGE2 a TGF-f (Le Blanc and Davies 2015).

4.4.2.5 Vliv MSC na dendritické buiiky (DC)

MSC inhibuji maturaci monocytii, a tedy jejich diferenciaci na DC. Dale sniZuji
expresi kostimula¢nich molekul pro naivni T lymfocyty, ¢imz je zabranéno jejich maturaci
a je pozorovana snizend produkce prozanétlivych cytokint (Jiang et al. 2005). MSC blokuji
pfimym bunéénym kontaktem DC buiky v GO fazi bunééného cyklu (Ramasamy et al.
2007). MSC mohou také ovlivnit pomér mezi plazmocytoidnimi a myeloidnimi DC.
U plazmocytoidnich bunék zvysuji produkci IL-10, u myeloidnich naopak snizuji produkci

TNF-a (Aggarwal 2005). MSC ovlivituji DC buiiky piimym kontaktem, ale i solubilnimi

vvvvvv
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monocyti v DC (Spaggiari et al. 2009). MSC také brani migraci DC do lymfatickych uzlin
snizovanim exprese CCR7 u DC (Chiesa et al. 2011). MSC z pupecnikové krve mohou
pomoci IL-6 diferencovat DC v buiky s tolerogennim fenotypem, u kterych je zvySena
produkce IL-10, coz vede k indukci Treg lymfocytl a k Th2 imunitni odpovédi (Deng et al.
2014). MSC mohou indukovat diferenciaci myeloidnich DC na nezralé DC snizovanim

poctu kostimula¢nich a antigen prezentujicich molekul téchto DC (Zhang et al. 2009).

4.4.2.6 Vliv MSC na makrofagy

Makrofagy mohou byt aktivovany klasickou cestou (vznik makrofagi typu I, M1)
nebo alternativné (vznik M2 populace). M1 populace makrofagii dale svou produkci
solubilnich faktorti (TNF-a, IL-6, IL-12) a iNOS sméfuji reakce k zanétlivé Thl imunitni
odpovédi, M2 (produkce IL-10) k Th2 protizanétlivé odpovédi. Pfidanim MSC ke kultute
makrofagl dochdzi ke zvySeni exprese znaku CD206 protizanétlivych M2 makrofagtl. Tyto
M2 produkuji zvysené mnozstvi IL-10 a produkce IL-12 a TNF-a je snizena (Kim
MSC. Dochazi k tomu mezibunéénym kontaktem, ale 1 produkeci solubilnich faktori jako
PGE?2, ktery inhibuje produkci TNF-a, IL-1, IL-6 a iNOS u jiz aktivovanych makrofag.
IL-4) a maji vys$si schopnost fagocytézy apoptotickych bun€k, ¢imz napomahaji regenaraci
a opravé poskozenych tkéni (Maggini et al. 2010). MSC mohou indukovat fenotyp M2
z monocytl vlivem produkce IL-6, PGE2 a IDO (Melief et al. 2013). ZvySena produkce
[FN-y a TNF-a T lymfocyty vede u MSC ke zvySeni exprese COX-2 a IDO, coz dale
podporuje polarizaci makrofdgi na M2 fenotyp (Bernardo and Fibbe 2013). MSC
aplikované na kozni alogenni $t€p pomoci nanovldkenného nosice snizily pocet
infiltrovanych makrofagii do St€pu a navic byla zaznamenana zvySena produkce IL-10

témito makrofagy (Hajkova et al. 2015).

4.4.2.7 Imunomodulace pomoci TNF-a stimulovaného genu-6 (TSG-6) produkovaného
MSC

Stimulované MSC mohou modulovat zanét také pomoci exprese TSG-6. K produkei
tohoto proteinu dochazi po stimulaci prozanétlivymi cytokiny, a to piedevsim IL-1 a TNF-o.
Zvysena hodnota proteinu TSG-6 byla zjisténa u pacientl s riznymi druhy onemocnéni od
bakterialni sepse az po autoimunitni defekty. Po podani samotného TSG-6 proteinu u modelu

poskozené rohovky dochazelo ke znacnému zprihlednéni rohovky, k inhibici infiltrace
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neutrofili a k zastaveni neovaskularizace (Oh et al. 2010). TSG-6 také zlepSuje hojeni ran

inhibici aktivace makrofagl. Potlacuje tak v misté poskozeni zanét a fibrozu (Qi et al. 2014).

4.4.3 Vyuziti MSC pri 1é¢bé poskozeného povrchu oka

MSC mohou byt, vzhledem ke svym imunomodulacnim vlastnostem, vhodnym
kandidatem k transplantaci na poskozeny povrch oka. MSC jsou schopny diferenciace
v rohovkovy epitel jak in vitro, tak in vivo. Po kultivaci krali¢ich MSC s LSC v médiu
z kultivovaného limbalniho epitelu nebo po transplantaci na poskozenou rohovku
exprimovaly tyto buniky znak rohovky K3 (Gu et al. 2009, Rohaina et al. 2014). Mysi MSC
kultivované v médiu z bun¢k rohovkového stromatu exprimovaly K12. Po transplantaci na
poskozeny povrch oka dochazelo k zprihlednéni rohovky a k tstupu neovaskularizace (Jiang
et al. 2010). Mysi MSC z kostni dfené piezivaly ve stromatu rohovky bez zjevnych patologii
a ziskaly fenotyp keratocytt (Liu et al. 2012).

V roce 2006 byly poprvé aplikovany lidské MSC na poskozeny povrch oka potkana
pomoci amniové membrany (amniotic membrane, AM). Byla pozorovana regenerace
rohovky, ale ta byla spiSe prokazéana inhibici zanétu a angiogeneze nez transdiferenciaci
MSC v rohovkovy epitel (Ma et al. 2006). Podobné zmény byly pozorovany i po stejné
aplikaci potkanich MSC kultivovanych s butikami rohovkového stromatu (Jiang et al. 2010).
Syngenni MSC byly transplantovany na poSkozeny povrch oka mySi pomoci
nanovlakenného nosice (Zajicova et al. 2010). Byly také vpraveny pod dfive
transplantovanou AM na oku kralika (Reinshagen et al. 2011). MSC z lidské kostni diené
byly kultivovany v limbalnim médiu po dobu 10 dni a pfeneseny na poSkozenou rohovku
s LSCD (Rohaina et al. 2014). Ve vSech téchto experimentech byla pozorovana regenerace
rohovky, utlumeni zanétu a sniZeni vaskularizace. Béhem 1é¢by poSkozeni povrchu oka u

kralika byly tyto terapeutické uc¢inky BM-MSC srovnatelné s LSC (Holan et al. 2015).

4.5 Transplantace SC na poSkozeny povrch oka

SC nemohou byt aplikovany piimo na rohovku vzhledem k neustdlému omyvani
povrchu oka slzami. Je proto nutné¢ pouzit vhodny nosi¢, na kterém lze SC kultivovat
a nasledné transplantovat na oko.

AM se pouziva 1 pfi samotné transplantaci rohovky. AM pfirozené pfispiva
k urychlenému hojeni, k potla¢eni neovaskularizace a zdnctu, a tim snizuje riziko odhojeni

transplantatu. Téchto vlastnosti 1ze vyuzit i pro transplantaci SC. Autologni LSC kultivované
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na AM a nasledné¢ transplantované na poSkozenou rohovku napoméhaji obnovit prihlednost
rohovky a reepitelizuji povrch oka (Basu et al. 2012). V porovnavaci studii 1é¢by bilateralni
LSCD vykazovaly autologni i alogenni LSC transplantované na AM lepsi vysledky nez
alogenni limbus (Borderie et al. 2014). MSC transplantované pomoci AM na poSkozenou
rohovku mysi urychlovaly regeneraci o¢niho povrchu a obnovu rohovkového epitelu
(Rohaina et al. 2014) Obdobné vysledky byly ziskany, pokud byly MSC vpraveny pod jiz
transplantovanou AM (Reinshagen et al. 2011).

Jako dalsi zptsob uchyceni SC na poskozenou rohovku je pouziti fibrinového lepidla.
Tohoto nosice bylo s dobrymi vysledky vyuzito jiz v diive zminéné klinické studii 1éCby
LSCD pomoci autolognich LSC (Rama et al. 2010). Fibrinové lepidlo je stale pouzivano jak
v klinické terapii, tak v experimentalnich modelech poskozeni rohovky (Nakamura et al.
2015).

Pellegrinni et al. (1997) pouzili k transplantaci LSC na poskozenou rohovku kontaktni
cocky. Limbalni a spojivkové epitelové bunky kultivované na kontaktnich cockach
exprimovaly znaky rohovky a navic produkovaly faktory napomahajici ptirozené regeneraci
a reparaci rohovkového epitelu (Di Girolamo et al. 2006). V neddvné dobé bylo popséano, ze
LSC kultivované na kontaktnich ¢ockach uspésn€ migrovaly na poskozenou rohovku béhem
1écby LSCD u kralika, kde ¢asteéné obnovily rohovkovy epitel (Brown et al. 2014).

Nanovldkenné nosie predstavuji jednu z nadéjnych alternativ. Jejich trojrozmérna
struktura napodobuje extraceluldrni matrix a miZe vytvofit niku, ve které kultivované SC
mohou pfezivat a uchovat si své vlastnosti. Takové nosiCe mohou byt ptipraveny
z ptirodnich polymert jako kolagenu a chitosanu nebo ze syntetickych polymert, kterym je
napt. polyamid. Nosi¢ mlze byt pfipraven zpisobem, aby nesl farmakologické latky jako
imunosupresiva nebo antibiotika, které mohou ptiznivé ovlivnit terapii (Holan et al. 2011;
Sirc et al. 2012). LSC a MSC kultivované na nanovlakenném nosici tvoii okolo vlaken
pseudopodie a po transplantaci na poskozeny povrch oka migruji na rohovku, kde tlumi
lokalni zanét (Zajicova et al. 2010). MSC transplantované¢ pomoci nanovlakenného nosice
na poskozenou rohovku krélika inhibuji zanét zpiisobeny oxidativnim poSkozenim pomoci

NaOH (Cejkova et al. 2013).
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5. Metody a material

5.1 Zvirata

V pokusech byly pouzity samice mysiho kmene BALB/c. Zvifata ve véku 2 - 3 mésice
pochézela z chovu Ustavu molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky, v. v. i.

(UMG AV CR)

5.2 Média a roztoky

Pro izolaci a kultivaci MSC bylo pouzivano Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), do kterého bylo pfidano 10 % tepelné
inaktivovaného fetdlniho teleciho séra (fetal calf serum, FCS, Gibco, Saranac, NY),
antibiotika streptomycin (100 pg/ml, Sigma-Aldrich) a penicilin (100 U/ml, Sigma-Aldrich)
a HEPES pufr (10mM, Sigma-Aldrich). Toto médium je ddle oznaovdno pouze jako
DMEM. Pro izolaci MSC z tukové tkané byl pouZzit 1% roztok kolagenazy I (Sigma-Aldrich)
a Hankiv pufrovy roztok (HBSS, Hank’'s balanced salt solution, UMG AV CR)
s hofe¢natymi a vapenatymi ionty.

LSC byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium
1640, Sigma-Aldrich), do kterého bylo pfidano 10 % inaktivovaného FCS (Gibco),
antibiotika (streptomycin a penicilin o stejné koncentraci jako u DMEM) a HEPES pufr
(10 mM, Sigma-Aldrich). Dale jen RPMI médium.

Pro izolaci SC, transplantace a FACS analyzy byl pouZivan fosfatovy pufr (PBS, 8 g
NaCl, 0,2 g KCl, 0,24 g KH>PO4 a 1,44 Na,PO4 v 1 litru destilované vody, pH = 7,2)
ptipraveny v UMG AV CR). Pro izolaci LSC byl pouzivan 0,5% roztok trypsinu (UMG AV
CR).

Anestetikum Calypsol (xylasini hydrochloridum, 20 mg/ml, Gedeon Richter Plc.,
Budapest’, Mad’arsko) bylo namichano v poméru 1:10 s fyziologickym roztokem (UMG) do
objemu 10 ml. Anestetikum Rometar (ketamini hydrochloridum 50 mg/ml, Bioveta, a.s,

Ivanovice na Hané, CR) bylo namichano v poméru 1:5 s fyziologickym roztokem do 10 ml.

5.3 Pouzité technické vybaveni

e DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR na PCR a RT (Biosan, Riga, Lotyssko)
e Centrifuga Hettich Universal 32 (Hettich, Beverley, ME)
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e Centrifuga Hettich Universal 320 (Hettich)

e Centrifuga Hettich Universal 320R (Hettich)

e Cycler PTV-200 (MJ research, Warertoen, MA)

e Cycler StepOne Plus RT-PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA)

e  ELISA reader Sunrise (TECAN, Minnensdorf, Svycarsko)

e  (CO> Inkubator (SANYO electric, Osaka, Japonsko)

e Invertovany mikroskop Olympus IX81 vybaveny kamerou Hammatsu ORCA
C4742-80-12AG (Olympus, Munster, Némecko)

e Lamindrni box Clean Air (Telstar, Woerden, Holandsko)

e  Minicentrifuga Cleaver (Cleaver Scientific Ltd, Warwickshire, UK)

e  Operaéni mikroskop Leica (Wild Heerbrugg - Leitz, Heerbrugg, Svycarsko)

e  Opticky mikroskop Olympus CKX31 (Olympus)

e  Opticky mikroskop Olympus CKX41 (Olympus)

e  Pratokovy cytometr LSR II (BD, Franklin Lakes, NJ)

e Spektrofotometr Nanodrop ND 1000 (Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE)

e Vodni lazeit TE-10D Tempunit (Techne, Minneapolis, MN)

e Vortex Lab dancer (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko)

e Zmrazovaci mikrotom Leica CM3050 (Leica Microsystems, Nussloch, Némecko)

5.4 Pouzity software

e StepOne Software v2.2 k ovladana a vyhodnoceni RT-PCR

e  Microsoft Excel k vyhodnoceni RT-PCR

e  GraphPad v6.0

e FlowlJo | Single Cell Analysis Software

e KIM v5.26 k ovladani a vyhodnoceni ELISA (metabolické aktivity bunék)

5.5 Model posSkozeni povrchu oka

Mysi byly uspany intramuskuldrni injekci 0,35 ml smési Calypsolu a Rometaru
v poméru 1:1 pomoci injekéni stiikacky Omnifix U-100 insulin (B. Braun Melsungen AG,
Némecko) a jehly 25G1 Precisionglide Needle (Beckton Dickinson and Co., Rutherford,
NJ). Po uspani byl pinzetou na povrch oka ptiloZen filtra¢ni papir o priméru cca 0,2 cm

napustény 8 ul 0,25M NaOH a ponechan zde po dobu 25 vtefin, k dosazeni pozadovaného
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poskozeni rohovky. Nasledné¢ byl filtraéni papir odstranén a oko oplachnuto nadbytecnym

mnozstvim PBS. Po poskozeni nasledovaly dalsi kroky dle pozadovaného pokusu.

5.6 1zolace a kultivace LSC

Limbalni tkan byla odebrdna pomoci o¢nich nizek E-3387 (KARL STORZ GmbH
& Co. KG, Tuttlingen Némecko) z obou o¢i kazdého zvitete pod operaénim mikroskopem
do RPMI média. V laminarnim boxu bylo toto medium slito a limby byly rozstfihany
a centrifugovany v 8 ml PBS po dobu 8 minut pti 170g.

Po centrifugaci bylo k peleté limbalni tkdn¢ pfidano 400 pl 0,5% roztoku trypsinu
vytemperovaného na 37 °C. Zkumavka s limbalni tkani byla inkubovana v 37 °C po dobu 10
minut. Po inkubaci byl objem trypsinu s uvolnénymi buitkami odséat Pasteurovou pipetou
a prenesen do kyvety s RPMI mediem chlazenym ledovou tfisti. Ke zbytku limbt bylo opét
ptidano 400 pl trypsinu a tento postup byl opakovan 10x.

Po poslednim odbéru bylo medium s pfenesenymi uvolnénymi buiikami centrifugovano
(8 minut, 170g). Peleta byla resuspendovana v objemu 2 ml RPMI média a pfenesena do
Petriho misky o priiméru 3 cm (TPP, Techno plastic products AG, Trasadingen, Svycarsko).
Buiniky byly kultivovany v inkubétoru (5 % COz, 37 °C). Po dvou dnech byly bunky dvakrat
promyty erstvym RPMI médiem (37 °C) pro odstranéni neadhernentnich bunék. Po naristu
LSC po celém povrchu Petriho misky (5 - 7 dnd) byly tyto buiiky uvolnény trypsinem a
pieneseny do 25 cm? kultivaéni lahve (TPP) spolu s 5 - 6 ml ¢erstvého RPMIL.

LSC byly kultivovany po dobu 2 - 3 tydni a kazdych 3 - 5 dnil byly pasdZovany pomoci
trypsinu (0,5% roztok). Buniky s trypsinem byly inkubovéany pti 37 °C po dobu 5 - 10 minut.
Utinek trypsinu byl zastaven nadbytkem RPMI média. Buiiky byly resuspendovany pomoci
pipety a polovina objemu byla ponechana v kultivacni lahvi, do které bylo pfidano Cerstvé

RPMI medium do poZadovaného objemu (5 - 6 ml).

5.7 1zolace a kultivace MSC

MSC byly ziskavany z tukové tkané nebo kostni diené.

Tukova tkan byla odebirdna z abdominalni tfiselné tukové kapsy. Tukova tkan byla
rozstithana a bylo k ni pfidano 900 pul HBSS a 100 pl 1% roztoku kolegendzy I
(Sigma-Aldrich) pro uvolnéni buné¢k. Smés s kolagenazou byla inkubovana v inkubétoru pfi

37 °C za obcasného michani. Po 40 minutach byla tukova tkan resuspendovana pomoci
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pipety a inkubovana dalSich 20 minut. K uvolnénym buiikdm bylo pfidano 8 ml DMEM.
Suspenze bun¢k byla pfenesena do zkumavky a centrifugovana (8 minut, 170g). Vrchni ¢ast
média s uvolnénym tukem byla odstranéna a peleta se zbytkem média byla prenesena do
Cisté zkumavky s 8 ml ¢erstvého DMEM média a znovu centrifugovana (8 minut, 170g). Po
centrigucaci byla peleta resuspendovana v 5 — 6 ml DMEM. Suspenze ziskanych bun¢k (cca
25 x 10° bunék) byla prenesena do 25 cm? kultiva¢ni lahve (TPP). Buiiky byly kultivovany
v inkubatoru pii 37 °C.

MSC z kostni dien¢ byly ziskavany vyplachem holennich a stehennich kosti pomoci
DMEM s 5 % FCS. Kostni dfeni byla zhomogenizovana ve sklenéném homogenizatoru, cely
objem byl pfenesen do zkumavky a centrifugovan (8 minut, 170g). Peleta bunck byla
resuspendovana v 5 — 6 ml DMEM (cca 25 x 10°) a pienesena do 25 cm? kultivaéni lahve
(TPP). Bunky byly kultivovany v CO> inkubatoru pii 37 °C.

MSC z kostni diené¢ nebo tukové tkdné byly po 48 hodinach dvakrat oplachnuty
nahtatym (37 °C) DMEM pro odstranéni neadherentnich bunék. Adherentni buniky byly dale
kultivovany po dobu 15 — 20 dnii, béhem kterych byly provedeny 3 — 4 pasaze. Po uplynuti
této doby byly SC pouzity k experimentim.

5.8 Kultivace SC na nanovlakenném nosici a transplantace SC na
posSkozeny povrch oka

Nanovlakenny nosi¢ byl pfipraven firmou Elmarco s.r.o0. (Liberec, CR). K jeho vyrobé
byl pouzit polymer kyseliny mlééné. Nanovldkenny nosi¢ byl nastihan na ctverce o velikosti
1,5 x 1,5 cm a upevnén do krouzkti CellCrown 24 (Scaffdex, Tampere, Finsko), které byly
spolu s nosi¢em z obou stran sterilizovany pomoci UV zafeni (30 minut). Takto fixované
nosi¢e byly namoceny do tkanové vody po dobu 24 hodin, dale promyty RPMI médiem
a umistény do 24jamkové kultivaéni desticky (TPP). Na nanovlakenny nosi¢ bylo nasazeno
3 x 10° buné&k v celkovém objemu 700 pl pro kazdou pouZitou jamku. SC na nosicich byly
inkubovany po dobu 24 hodin.

Na poskozeny povrch oka byl nanovlakenny nosi¢ (bez bun¢k nebo s SC) o priméru
cca 0,5 cm fixovan pomoci Ctyf protilehlych stehi k limbu pomoci jehly a nit¢ (11/0
NYLON, Resorba Medical GmbH, Nurnberg, Némecko). Transplantace byly provadény pod
operac¢nim mikroskopem. O¢ni vicko takto oSetfeného oka bylo seSito dvéma stehy pomoci
jehly a mnit¢ (7/0 Resolon, Resorba). ZaSitd oc¢ni S§térbina byla oSetfena

Ophtalmo-Framykoinem (Zentiva, Praha, CR). Po tiech dnech bylo oko rozegito a nosi¢
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odstranén. Po dalSich ¢tyfech dnech byla zvifata usmrcena a rohovky odebrany pro analyzu
genoveé exprese.

Jako pozitivni kontroly pro porovnani obnovy poskozeného povrchu oka byly pouzity
rohovky z mysi, kterym byla po poskozeni pouze seSita vicka. Jako negativni kontroly

slouzily rohovky z neposkozenych o¢i.

5.9 Odbér rohovky

Rohovky byly odebirany ve stanovenych casovych intervalech (7 a 14 dnl) pod
opera¢nim mikroskopem a pteneseny do 500 pl TRI reagent (MRC, Molecular Research
Center, Cincinnati, ME) ve kterém byly zamrazeny v -80 °C nebo byly pouzity pro izolaci

RNA.

5.10 1zolace mRNA

Do 500 pl TRI reagent s rohovkou bylo ptidano 2,5 pl Polyacyl carrier (MRC) pro lepsi
vizualizaci pelety. Rohovky byly rozmélnény plastovym homogenizatorem a k suspenzi bylo
ptidano 100 ul chloroformu (Penta, Praha, CR), obsah zkumavky byl silné protiepan, dokud
se ob¢ slozky nespojily. Poté se nechala mikrozkumavka 10 minut stat, aby doslo k odd€leni
fazi a dale byly vzorky centrifugovany (4 °C, 15 minut, 12000g). Vodni (horni) faze byla
pfenesena do nové zkumavky. K odebrané vodni fazi bylo pfidano 250 pl izopropanolu
(Penta). Pomalym pfetd€enim zkumavek se obé¢ slozky promichaly. Mikrozkumavky se
nechaly 10 minut stat a dale byly centrifugovany (4 °C, 10 minut, 12000g). Vznikl4 peleta
byla centrifugovéana v 500 ul 75% Ethanolu (Penta) v mikrocentrifuze po dobu cca 5 minut
pro omyti. Ethanol byl odsat, peleta se nechala pfi laboratorni teploté vysusit a dale se
resuspendovala v 10 pul PCR vody (Top-Bio, Praha, CR). Vzorek se ihned zamrazil v -80 °C
nebo byl pouzit k dalsi analyze.

5.11 Reverzni transkripce

Koncentrace mRNA byla zméfena pomoci spektrofotometru. Z namétené koncentrace
byl vypocten potiebny objem vzorku, ktery byl odebran z celkového objemu vyizolované
RNA. Tento objem vzorku byl doplnén do 8 ul PCR vodou. Do mikrozkumavky se vzorkem
byly pfidany 2 pl smési piipravené z reakéniho pufru DNazy I (DNase I reaction buffer,
Promega, Madison, WI) a DNazy I (1U/ul, Promega) v poméru 1:1. Kone¢ny objem byl tedy
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10 pl. Vzorky byly vlozeny do cycleru a zahiaty na 37 °C po dobu 30 minut. Thned po
dokonceni programu bylo do vzorkt pfidano po 1 pul RQ1 DNase Stop Solution (Promega)
pro inaktivaci DNazy I, kterd prob¢hla v cycleru po dobu 10 minut pii 65 °C. Po skonceni
programu byly vzorky ihned schlazeny na ledu. Do zkumavek bylo ptfidano po 14 pl smési
piipravené smichanim 5 pl M-MLV Reaction Buffer (Promega), 5 ul ANTP (Promega), 1 ul
Random primera (100 ng) (Promega), 0,5 ul inhibitoru ribonukleazy (20 U) (TaKaRa, Bio
Inc., Shiga, Japonsko), 0,5 pl reverzni transkriptizy M-MLV (TaKaRa) a 2 pul PCR vody
(Top-Bio). Ptepis byl proveden v cycleru pii 37 °C po dobu 60 minut.

5.12 Real-time PCR

Ziskana cDNA z reverzni transkripce byla zpracovana metodou real-time PCR. Jako

referen¢ni gen byl pouzit GAPDH (glyceraldehyd dehydrogenaza).

Tabulka 1: Seznam pouzitych mySich primerii (s — sense, a — antisense)

Primer Sekvence
GAPDH s |5-AGAACATCATCCCTGCATCC-3’
GAPDH a |5-ACATTGGGGTAGGAACAC-3’
Adn s 5"-CTGGGAGCGGCTGTATGT-3"
Adna 5"-CACGGAAGCCATGTAGGG-3’
Aldhlals |5- GCCATCGTGTCATCTGC -3’
Aldhlal a |5'- CATCTTGAATCCACCGAAGG -3’
Bglap s 5’-AGACTCCGGCGCTACCTT-3’
Bglap a 5"-TGCCAGAATCAGTCACTTTCAC-3’
COX-1s |5 -ACCTACGTCTACGCCAAAGG-3’
COX-1a |5-GTGGTTTCCAACCAAGATCA-3’
COX-2s |5-AGCCCACCCCAAACACAGT-3’
COX-2a |5-AAATATGATCTGGATGTCAGCACATATT-3’
HGF s 5"-CACCCCTTGGGAGTATTGTG-3’
HGF a 5'-GGGACATCAGTCTCATTCACAG-3’
IDO s 5"-GGGCTTTGCTCTACCACATC-3’
IDO a 5"-AAGGACCCAGGGGCTGTAT-3’
IFN-y s 5"-ATCTGGAGGAACTGGCAAAA-3’
IFN-y a 5"-TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG-3’
IL-2's 5"-GCTGTTGATGGACCTACAGGA-3’
IL-2a 5"-TTCAATTCTGTGGCCTGCTT-3"
IL-6 s 5"-GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3’
1L-6 a 5"-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3’
iNOS s 5-CTTTGCCACGGACGAGAC-3’
iINOS a 5"-TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC-3"
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Kl14s 5’-ATCGAGGACCTGAAGAGCAA-3’
K14 a 5’-TCGATCTGCAGGAGGACATT-3
Ker s 5'-TCCCCCATCAACTTATTTTAGC-3’
Ker a 5'-AGTTTGGGGTTGCCATTACA-3’
Lum s 5'-GGATGGCAATCCTCTCACTC-3’
Luma 5'-TCATTTGCTACACGTAGACACTCAT-3'
Pparg2s |5-GAAAGACAACGGACAAATCACC-3’
Pparg2a |5 -GGGGGTGATATGTTTGAACTTG-3’
Sppl s 5"-GGAGGAAACCAGCCAAGG-3’
Sppl a 5-TGCCAGAATCAGTCACTTTCAC-3’
TGF-Bs |5 -TGGAGCAACATGTGGAACTC-3’
TGF-Ba |5-CAGCAGCCGGTTACCAAG-3’
VEGF s 5'-AAAAACGAAAGCGCAAGAAA-3’
VEGFa |5-TTTCTCCGCTCTGAACAAGG-3’

S - sense, a — antisense

Vzorky cDNA byly natedény 50 pl PCR vody. Do 96jamkové desticky pro PCR (MicroAmp
Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, 0,1 mL, Life Technologies, Carlsbad,
CA) bylo do uréenych jamek vpraveno 7 pul mixu s primery skladdajiciho se z 1 ul PCR vody,
1 pl primeru (1:1 sense a antisense primer, Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)
(viz tabulka 1) a 5 pl SYBR green (Power SYBR Green PCR master MIX, Applied
Biosystems, Warrington, UK). Vzorky byly do jamek naneseny v objemu 3 ul. Analyza byla
provedena na pfistroji StepOne Plus RT-PCR system (Applied Biosystems). Specifita
primerii byla kontrolovana pomoci kiivek tani a k vypocitani exprese genli byl pouZit
relativni model kvantifikace v porovnani s referenénim genem GAPDH. Nastaveni PCR

reakce pro 10 pl reakci bylo:

1. 3 minuty pfi 95 °C — aktivace Hot start polymerazy

2. 40 cykli — 10 vtefin pii 95 °C denaturace cDNA, 20 vtefin pii 65 °C nasedani primert
(hybridizace), 20 vtefin pii 72 °C elongace a nakonec 5 vtefin pii 82 °C detekce
fluorescence

3. Analyza kiivek tani — zvySovani teploty o 0,5 °C kazdych 10 vtefin od 55 °C do 95 °C

5.13 Stimulace SC pomoci LPS

MSC a LSC byly pieneseny v poétu 3 x 10° na jamku 12jamkové kultivaéni desticky
(TPP). Kazdy typ bunck byl nasazen do dvou jamek. Celkovy objem DMEM na jamku byl
2 ml. Prvni slouzila jako kontrola a do druhé bylo pfidano LPS o koncentraci 5 pg/ml. Buniky
byly kultivovany v inkubétoru (5 % CO2, 37 °C) po dobu 72 hodin. Po kultivaci bylo médium
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odsato, do jamek byl pfidan TRI reagent o objemu 500 pl. Po 1yze bunék byl obsah pienesen

do mikrozkumavek a zamrazen v -80 °C.

5.14 Rezy rohovky a barveni preparati

Oc¢i mysi byly odebrany pomoci pinzety a chirurgickych ntizek a pteneseny do
mikrozkumavky s 1 ml 4% formaldehydu, kde se ponechaly po dobu 50 minut. O¢i byly 3x
promyty pomoci PBS vlozeny do 7,5% sachardzy, kterd byla po 60 minutach nahrazena 15%
sachardzou, ve které vzorky ziistaly az do zhotoveni fezt.

Oc¢i byly zality do zamrazovaciho média Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura, Tokyo,
Japonsko), zmrazeny na -21 °C a nafezany na zmrazovacim mikrotomu na fezy o tloustce
6 um.

Rezy byly barveny hematoxylinem (hematoxylin Harristiv, Sigma-Aldrich) a eosinem
(0,2 g, 200 ml H>0O, Sigma-Aldrich). V postupu byl pouzit roztok kyselého alkoholu (200
ml 80% ethanolu, 4 ml HCI, Lachema, Brno, CR), roztok NaHCO3 (200 ml H»O, 0,4 ml
NaHCO;3, Sigma-Aldrich). Samotné barveni probihalo podle nasledujiciho postupu:

1) Hematoxylin (3 minuty)

2) Oplach vodou

3) Kysely alkohol — kratké ponofeni
4) Oplach vodou

5) NaHCOs; — kratké ponoteni

6) Eosin (3 minuty)

7) Oplach destilovanou vodou

8) SuSeni na vzduchu

9) Zaliti glycerinem (Lachema) a piekryti krycim sklickem

5.15 Prutokova cytometrie

Pifi méfeni byly pouzity monoklondlni protilatky (mAb, monoclonal antibody)
konjugované¢ s fluorochromy allofykocyanin (APC, allophycocyanine), fluorescein
isothiokyanat (FITC, fluorescein isothiocyanate) a fykoerytrin (PE, phycoerythrin) (viz
tabulka 2). Protilatky byly nafedény v PBS. Pro znaceni mrtvych bunék byl pouZzit Hoechst
33258 (Sigma) fedény 1:40000 v PBS.

Pti detekci povrchovych znaki byly vzorky obarveny podle nasledujiciho postupu:
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1) Centrifugace (3 minuty, 170g).

2) Rozvolnéni pelety bunék, pfidani 10 pl protilatky proti povrchovym znakiim.
3) Inkubace ve tmé (4 °C, 30 minut).

4) 2 x promyti 200 ul PBS, centrifugace (3 minuty, 170g).

5) Natedéni do 200 pl PBS.

6) 10 minut pfed méfenim ptidani 20 pl Hoechst 33258.

Tabulka 2: Seznam pouzitych protilatek

Znak Fluorochrom | Koncentrace | Redéni Vyrobce Znaceni
(mg/ml)

CD11b APC 0,2 1:50 BioLegend povrchové
CD31 PE 0,5 1:50 BD PharMingen | povrchové
CD44 APC 0,5 1:55 BD PharMingen | povrchové

CD105 PE 0,2 1:50 eBioscience povrchové

5.16 Test metabolické aktivity SC

WST-1 proliferacni test byl pouzit k ovéteni schopnosti ristu MSC a LSC v danych
koncentracich (3000, 10000 a 30000 bun¢k/jamku 24jamkové desti¢ky). Test je zalozen na
schopnosti Zivych bunék §tépit tetrazoliové soli pomoci mitochondridlnich dehydrogenaz na
ve vodé rozpustny formazan, ktery je méfen pomoci spektrofotometru. Bunky byly
kultivovany ve 24jamkové desti¢ce (TPP) po dobu 24 a 48 hodin (37 °C, 5 % CO3) v RPMI
médiu s 10 % séra. Do jamek s kultivovanymi buiikami bylo po uplynuté dobé& pfidano 10 ul
tetrazoliové soli-1 (water soluble tatrazolium-1, WST-1, Roche, Penzberg, Némecko) na 100
ul média. Desticka s buitkkami a WST-1 byla 4 hodiny inkubovana pro vytvofeni formazanu.
Z kazdé jamky bylo ptfeneseno 100 pul média s formazanem do 96jamkové desticky (TPP)
a pomoci ELISA readeru byla zmétena absorbance pii vinové délce 450 nm. Tento postup

byl proveden v Case 0, 24 a 48 hodin.

5.17 Diferenciace SC

SC byly kultivovany ve 24jamkové desticce (TPP) v pfitomnosti adipogenniho nebo
osteogenniho ¢inidla po dobu 2 - 3 tydni. Adipogenni ¢inidlo obsahovalo 10 ml DMEM,
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100 pl indometacinu (0,1mM), 10 ul inzulinu (0,5 pg/ml), 10 pl 3-izobutyl-1-metylxantynu
(0,5mM) a 1 pl dexametazonu (0,1uM). Osteogenni ¢inidlo pak 10 ml DMEM, 1000 ul
glycerol-2-fosfatu (10mM), 10 pl kyseliny L-askorbové (0,1mM) a 1 pl dexametazonu
(0,1uM ) (slozky adipogenniho a osteogenniho ¢inidla byly od firmy Sigma-Aldrich). Pro
kazdy pokus byly pouzity dvé sady bun€k, jedna pro ptipravu mikroskopického preparatu
a druha pro analyzu pomoci real-time PCR. Pro potfeby real-time PCR byly diferencované
buiiky pteneseny do 500 pl TRI reagent (dale viz predeslé postupy). Pomoci real-time PCR
byla analyzovana exprese genii pro adipsin (Adn), pro gama receptor aktivovany
peroxisomovymi proliferatory 2 (Pparg2), osteocalcin (Bone gamma carboxyglutamate
protein, Bglap) a osteopontin (Secreted Phosphoprotein 1, Spp1)

Diferencované SC byly fixovany formaldehydem po dobu 1 hodiny a nasledné dukladné
oplachnuty destilovanou vodou. Tukové vakuoly byly barveny pomoci nafedéného roztoku
Oil Red (3,5 mg/ml, 200 ml izopropanolu, Sigma-Aldrich) v poméru 6:4 s destilovanou
vodou. Depozita vapniku u SC diferencovanych na osteocyty byla barvena Alizarin Red S

(20 mg/ml, 200 ml destilované vody, Sigma-Aldrich).

5.18 Statisticka analyza

K prezentaci vysledkii byl pouzit aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou
(standart deviation, SD). Statistickd signifikace byla ovéfena Studentovym t-testem.

Hodnoty *P<0,05, **P<0,01 a ***P<0,001 byly povaZovany za signifikantni.
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6. Vysledky
6.1 Model poSkozeni povrchu oka

6.1.1 Poskozeni rohovky

K poskozeni rohovky byl pouzit filtracni papir napustény 0,25M NaOH a pfilozeny na
mysi rohovku po dobu 25 vtetfin. Rozsah poskozeni byl ovéfen pomoci mikroskopickych
ezl rohovky barvenych hematoxylinem-eosinem (Obr. 1) a analyzou exprese gent pro znak
epitelu mysi rohovky K12 a dalsi znaky rohovky jako Keratocan (Ker) a Lumican (Lum)
nachazejicich se pfevazné v rohovkovém stromatu. Vyhodnoceni exprese znaki pomoci
real-time PCR a vizualni kontrola pod mikroskopem byly provedeny vzdy 7. (Obr. 1A a 1B)
a 14. (Obr. 1C a 1D) den po poskozeni rohovky. Zjistili jsme, Ze po poSkozeni je rohovka
viditelné tenci, epitel dostatecné poSkozeny i po 7 dnech a ani po 14 dnech nedochazi
k vyznamné regeneraci epitelu rohovky. Vyhodnocenim vysledkl z real-time PCR jsme
potvrdili vhodnost tohoto modelu. Exprese genu pro K12 je po poskozeni vyrazné sniZena
a po 14 dnech lze pozorovat jen mirnou regeneraci rohovkového epitelu (Obr. 2). Geny pro
Ker a Lum jsou po 14 dnech exprimovany ve vyssi mife nez K12 (Obr. 2), coz ukazuje, ze
poskozeni nezaséhlo vétsi mérou i do hlubsich vrstev rohovky. Tento model tak umoznuje
po aplikaci SC pozorovat pfipadné zmény v expresi genu pro K12 a odvodit z nich

terapeuticky ucinek transplantace SC na regeneraci rohovkového epitelu.
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Obrazek 1: Rezy rohovky po poskozeni 0,25M NaOH.

Rohovy byly poskozeny 0,25M NaOH po dobu 25 vtefin. Kontrolni fez okraje rohovky bez
poskozeni (A) s neporusenym rohovkovym epitelem (E), stromatem (S) a endotelem (N) v porovnani
s fezem krajni ¢asti rohovky 7 dni po poskozeni (B). Kontrolni fez centralni rohovky (C) a porovnani
s centralni rohovkou 14 dni po poskozeni (D). V dolni ¢asti obrazki B, C a D je viditelna cocka (c).
Pouzité zvétseni je 40x.
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Obrazek 2: Exprese znaki rohovky po poskozeni 0,25M NaOH

Znak rohovkového epitelu cytokeratin K12 (K12) a znaky rohovky Keratocan (Ker) a Lumican
(Lum) nachazejici se prevazné v rohovkovém stromatu. Exprese téchto znakl oproti neposkozené
kontrolni rohovce (K) 7. a 14. den po poskozeni. Data ptedstavuji primeéry spole¢né s +SD z péti

nezavislych pokust (***P<0,001,**P<0,01 a *P<0,05 proti K)

6.1.2 Lokalni zanétliva reakce po poskozeni rohovky

Jednim z cilii prace je analyza vlivu transplantovanych SC na lokalni expresi gent
pro cytokiny a dal$i prozanétlivé molekuly v rohovce po poskozeni. Po poSkozeni povrchu
oka jsme pomoci real-time PCR provedli analyzu exprese gentl pro IL-2, IFN-y a iNOS, tedy
cytokinll a enzymu typickych pro zanét. Analyza byla provedena 7. a 14. den po poskozeni.
Po poskozeni rohovky dochdzi k lokalni zanétlivé reakcei, kterou jsme detekovali 1 po 14
dnech po poskozeni (Obr. 3). Vysledky koreluji s pomalou regeneraci povrchu oka po
poskozeni. V experimentech s transplantacemi SC na poSkozeny povrch oka jsme sledovali

expresi gend pro vice molekul spojenych se zanétem.
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Obrazek 3: Exprese genii pro prozanétlivé molekuly v poskozené rohovce

Exprese prozanétlivych cytokinti interleukinu-2 (IL-2) a interferonu-y (IFN-y) spolec¢né s inducibilni
syntazou oxidu dusnatého (iNOS) 7 a 14 dni po poskozeni rohovky 0,25M NaOH. Data piedstavuji
praméry a +SD ze Ctyf nezavislych pokusi (***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 proti kontrole - zdravé
rohovce (K).

6.2 Charakterizace pouzitych SC

6.2.1 Fenotypova charakterizace SC
V pokusech byly pouzity AD-MSC, BM-MSC a LSC. MSC jsou definovany krome¢

schopnosti diferenciace a adhezi k plastu nepfitomnosti znaki bun¢k hematopoetické linie
jako CD45, CD34, CD14 nebo CDI11b, CD79 nebo CD19 a expresi CD44, CD73, CD90
aCD105.
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Stanoveni povrchovych znakti SC bylo provedeno analyzou na pritokovém cytometru.

Analyzovali jsme expresi pro povrchové znaky CDI11b, CD31, CD44 a CD105. Bylo
pozorovano, ze AD-MSC ani BM-MSC neexprimuji CD31 a exprimuji CD44 a CD105 (obr.
4A a 4B). LSC neexprimuji CD11b a CD31 a exprimuji CD105 (Obr. 4C).
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Obrazek 4: Stanoveni povrchovych znaki BM-MSC, AD-MSC a LSC

Pomoci prutokové cytometrie byla u BM-MSC (A) a AD-MSC (B) zjisténa nepfitomnost znaku
CD31 a ptitomnost CD44 a CD105. U LSC (C) byla zjisténa nepfitomnost CD11b a CD31
a pritomnost CD105.
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6.2.2 Diferenciace SC

Po stimulaci diferencia¢nimi ¢inidly jsou BM-MSC, AD-MSC a LSC schopny diferencovat

v buiky tukové a kostni tkén¢. Diferenciace v bunky tukové tkdné je zobrazena

mikroskopickymi snimky (Obr. 5) a real-time PCR analyzou genii pro Pparg2 a adipsin

(Obr. 5). Diferenciace v buiiky kostni tkané je znadzornéna opét mikroskopickymi snimky

(Obr. 6) a pomoci real-time PCR analyzou genti Bglap a Spp1 (Obr. 6).
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Obrazek 5: Adipogenni diferenciace

Exprese genti pro gama receptor aktivovany peroxisomovymi proliferatory 2 (Pparg2) a adipsin

(Adn) byla analyzovana pomoci real-time PCR u kontrol (K) a diferencovanych (DIF) LSC,

BM-MSC, AD-MSC. Data piedstavuji praiméry s +SD ze dvou nezavislych pokust. Mikroskopické
snimky nediferencovanych (K) a diferencovanych (DIF) LSC, BM-MSC a AD-MSC. Zvétseno 40x.

BM-MSC maji nejvyssi schopnost diferenciace v buiky kostni tkan€¢, AD-MSC naopak

v bunky tukové tkdné. LSC vykazuji béhem diferenciace v kostni tkan vys$i expresi

osteopontinu nez AD-MSC. Na mikroskopickych snimcich ale AD-MSC diferencuji

v bunky kostni tkané 1épe nez LSC.
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Obrazek 6: Osteogenni diferenciace

Exprese genti pro osteopontin (Sppl) a osteocalcin (Bglap) byla analyzovana pomoci real-time PCR
u kontrol — nediferencovanych (K) a diferencovanych (DIF) LSC, BM-MSC a AD-MSC. Data
predstavuji priméry s +SD ze dvou nezavislych pokusi. Mikroskopické snimky nediferencovanych
(K) a diferencovanych (DIF) LSC, BM-MSC a AD-MSC. Zvétseno 40x. Sipka u LSC DIF ukazuje

diferencované bunky.

6.2.3 Stanoveni metabolické aktivity SC pomoci testu WST-1

Pomoci WST-1 proliferacniho testu jsme porovnavali rastové vlastnosti SC bunék ve
ttech koncentracich (3000, 10000 a 30000 bun€k na jamku 24jamkové desticky). Pfi
koncentraci 3000 bun€k na jamku rostou LSC i AD-MSC, v porovnani s vysSimi
koncentracemi, ve zna¢n¢ mens$i mife (Obr. 7A). U BM-MSC k riistu pfi této koncentraci
nedochdzi a naopak je pozorovan jejich ubytek. Pii zvySeni koncentrace na 10000 bunék na
jamku u BM-MSC dochazi k velmi malému nartistu az po 48 hodinach (Obr. 7B). Teprve
pfi koncentraci 30000 bun¢k na jamku dochdzi k ristu u vSech tii typi pouzitych SC
(Obr. 7C). Vysledky ukazuji na nutnost pouziti vétsi koncentrace bunck pro narist SC béhem
kultivace v médiu a béhem kultivace na nanovlakenném nosic¢i. Nejvetsi schopnost riistu

v kultufe maji tukové MSC a LSC.
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Obrazek 7: Rastové vlastnosti LSC a MSC

Ristové vlastnosti LSC, BM-MSC a AD-MSC byly analyzovany pomoci WST-1 testu metabolické
aktivity u tfech pocatecnich koncentraci bunék — 3000 bun€k na jamku 24jamkové desticky (A),
10000 buné€k na jamku (B) a 30000 bun¢k na jamku (C) v ¢ase 0, 24 a 48 hodin. Data ptedstavuji

pramér ze dvou nezavislych pokust.

6.2.4 Porovnani exprese genti pro znaky rohovky u pouzitych SC

Pomoci analyzy genové exprese jsme ur€ili, zda pouzité SC neexprimuji néktery ze
znakll rohovky pro potvrzeni jejich kmenovosti a zda je znak rohovkového epitelu

cytokeratin K12 exprimovan po terapii. BM-MSC ani AD-MSC po kultivaci neexprimuji
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K12, KER, LUM ani ALDH1A1 (Obr. 8). K14 je jednim ze znakti limbalni tkané a je

v malém mnozstvi exprimovan i v perifernich ¢astech rohovky (Di Girolamo et al. 2015).
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Obrazek 8: Exprese genti asociovanych s rohovkou u pouzitych SC

Pomoci real.time PCR byla analyzovéana exprese genu pro cytokeratin K12 a K14, keratocan (Ker),

lumican (Lum) a Aldhlal

6.3 Exprese imunomodula¢nich molekul u pouzitych SC

Pro charakterizaci imunomodulacnich vlastnosti SC beéhem zanétlivé reakce byly bunky
vystaveny pusobeni LPS. Zaroven byla provedena analyza genové exprese pro znak epitelu
rohovky K12, ktery je exprimovan pouze u LSC. COX-1 je exprimovan v nestimulovanych
MSC, po stimulaci LPS jeho produkce klesa a u LSC je produkovan konstitutivné. COX-2
je exprimovan u AD i BM-MSC beze zmén po stimulaci pomoci LPS. U LSC naopak dojde
po stimulaci ke zvySeni exprese. VSechny typy bun¢k reaguji na stimulaci LPS zvySenou
expresi INOS. TGF-f je konstitutivné produkovan v§emi typy pouZitych SC, nejvice u BM-
MSC, u kterych po stimulaci LPS dochazi k poklesu produkce TGF-f. U ostatnich SC ke
zménam v expresi genu pro TGF po stimulaci nedochazi. Produkce IL-6 je pfitomna po
stimulaci pomoci LPS u vSech typt analyzovanych SC s nejvétsi produkci u LSC. VEGF je
produkovan konstitutivné BM-MSC a beze zmén po stimulaci LPS, u LSC nastdva produkce
po stimulaci pomoci LPS a AD-MSC vykazuji zvySenou konstitutivni expresi genu pro
VEGF 1 bez stimulace LPS. MSC neexprimuji IDO ptfed ani po stimulaci LPS. LSC

exprimuji gen pro IDO konstitutivné, ale tato exprese po stimulaci LPS klesa (Obr. 9).
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Obrazek 9: Exprese molekul SC po stimulaci pomoci LPS

Pomoci real-time PCR byla analyzovana exprese gent pro rohovkovy epitel cytokeratin K12 (K12),
pro cyklooxygenazu 1 a 2 (COX-1 a COX-2), inducibilni NO syntazu (iNOS), interleukin-6 (IL-6),
transformujici rastovy faktor f (TGF-B), ristovy faktor hepatocytt (HGF), ristovy faktor cévniho
endotelu (VEGF) a indolamin 2,3-dioxygenazu (IDO1) u nestimulovanych LSC, BM-MSC, AD-
MSC a po stimulaci lipopolysacharidem (+LPS). Prezentovana data jsou vysledkem primért s +SD

ze Ctyt nezavislych pokusi (**P<0,01, **P<0,05 stimulované SC proti nestimulovanym)

6.4 Transplantace SC na poSkozeny povrch oka

6.4.1 Reparace rohovkového epitelu

Rohovky poSkozené 0,25M NaOH byly ponechany bez terapie pouze se zaSitym
vickem, s naSitym nanovldkennym nosi¢em bez SC, nebo byly oSetfeny pomoci
transplantace SC na nanovldkenném nosici. Samotnou vizuélni kontrolou bylo pozorovano
zakaleni rohovky u oci bez terapie SC a cCastecné zprtihlednéni po 1écbé pomoci SC
(Obr. 11). Exprese genu pro cytokeratin K12 byla stanovena pomoci real-time PCR. Sedm
dni po poSkozeni byla exprese genu pro K12 u poSkozené rohovky bez terapie nebo s nasitym
nanovldkennym nosi¢em bez SC stale snizena. U rohovek s transplantovanymi SC je exprese
K12 zvySena. U AD-MSC se nam nepodafilo toto zvySeni exprese signifikantné prokazat

(Obr. 10).
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Obrazek 10: Exprese genu pro cytokeratin K12 po poskozeni rohovky pomoci NaOH a po
terapii SC

Exprese genu pro K12 byla stanovena pomoci real-time PCR u kontrolni neposkozené rohovky (K),
poskozené rohovky bez terapie (NaOH), rohovky s nasitym nosi¢em (+NANO) a u rohovek po terapii
pomoci +LSC, +BM-MSC a +AD-MSC na nanovldkenném nosic¢i. Data predstavuji primeér s +SD

ze sedmi nezavislych pokust (*P<0,05 oproti nelécené rohovce - NaOH)

6.5 Vliv transplantovanych SC na expresi genii pro cytokiny a dalsi
molekuly v po§kozené rohovce a po terapii

Po posSkozeni rohovky dochézi k zanétlivé reakci spojené s produkei prozanétlivych cytokint
a dal$ich faktorti spojenych se zdnétem. Pozorovanymi cytokiny jsou IL-2, IFN-y, VEGF
a TGF-B. Dale je sledovéana exprese pro gen iNOS. Pomoci analyzy genové exprese pro tyto
cytokiny a prozéanétlivé mediatory byl naméfen pokles exprese prozanétlivych cytokini
IL-2, IFN-y 1 VEGF oproti nelécené rohovce nebo rohovee s nanovlakennym nosi¢em bez
SC. Dale je inhibovana exprese enzymu iNOS. Protizdnétlivy TGF-B je produkovan
buiikami zdravé rohovky, po poskozeni je exprese genu pro TGF-3 zvySena. Po transplantaci
nanovlakenného nosic¢e s LSC, BM-MSC a AD-MSC, ale i samotného nosic¢e bez SC doslo
k ¢astecnému poklesu exprese pro TGF-f, ale je stile vyssi nez exprese u zdravé rohovky

(Obr. 12).
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Obrazek 11: Vizualni kontrola regenerace o¢niho povrchu po transplantaci SC

Po poskozeni pomoci NaOH byly na rohovku transplantovany SC pomoci nanovldkenného nosice
(B). Po tfech dnech byl nosic¢ odstranéna a po dalsich ¢tyfech dnech byly rohovky odebrany k analyze
pomoci real-time PCR. Po 7 dnech byla vétSina rohovek bez transplantovanych SC stéle zakalena
(A). Povrch oka po 1écbeé kmenovymi buitkami (C) byl prahledny a byly viditelné struktury

nachazejici se pod rohovkou (zornice, duhovka).

Zanétliva reakce je inhibovana transplantovanymi SC (pokles IL-2, IFN-y, iNOS).
Zaroven je dale produkovan TGF-f, ktery hraje dilezitou roli v posunu imunitni odpovédi
ve sméru Treg lymfocytli a v modulaci rlstu epitelu o¢niho povrchu. SniZeni produkce
VEGF muze priznivé ovlivnit inhibici neovaskularizace, ktera nastava po poskozeni rohovky

a béhem LSCD.
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Obrazek 12: Exprese genti pro cytokiny a dalSi molekuly spojené se zanétem po 1écbé
poskozeného povrchu oka pomoci SC

Pomoci real-time PCR byly analyzovany geny pro inducibilni NO syntazu (iNOS), interferon-y
(IFN-y), interleukiny 2 a 6 (IL-2 a IL-6), transformujici rustovy faktor  (TGF-B) a ristovy faktor
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cévniho endotelu (VEGF) u kontrolni rohovky bez poskozeni (K), poSkozené rohovky (NaOH) bez
terapie, s nasitym nanovlakennym nosi¢em (+NANO), nebo po terapii pomoci +LSC, +BM-MSC a
+AD-MSC. Vysledna data jsou priméry s +SD z osmi nezavislych pokusii (*P<0,05 oproti nelécené

rohovce - NaOH).
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7. Diskuze

Po rozsahlém poskozeni povrchu oka, véetné oblasti limbu, dochéazi ke vzniku LSCD
a k vazné poruse regenerace rohovkového epitelu. Pfi poSkozeni jednoho oka je mozné
odebrat ¢ast limbu ze zdravého a transplantovat ji na oko poskozené nebo z odebrané ¢asti
limbu vyizolovat LSC, namnozit in vitro a na vhodném nosi¢i natransplantovat na
poskozenou rohovku. Pfi oboustranném poskozeni neni tento postup mozny a je potieba
transplantovat limbus nebo LSC od alogenniho darce. V takovém piipad¢ je nutné podavat
imunosupresivni 1éky, které maji rizné vedlejsi ucinky a pacienty je potieba dlouhodobé¢
sledovat. Vhodnou alternativou by mohly byt buniky ziskané z téla pacienta, mezi které patii
SC vlasového folikulu (Meyer-Blazejewska et al. 2011), OMEC (Kolli et al. 2014), SC zubni
dfen¢ (Syed-Picard et al. 2015) a v neposledni fadé MSC, které se nachdzeji v mnoha tkanich
lidského téla jako v pupecnikové krvi, ve Whartonové rosolu, v kosternim svalu, v zubni
dreni, ale i v rohovce a limbu. Pro vyzkumné ucely jsou nejvhodnéjsi MSC ziskané z tukové
tkan¢ (Rodriguez et al. 2005) nebo kostni diené (Friedenstein et al. 1970), které predstavuji
vhodné a pomérné snadno dostupné zdroje SC pro terapii poSkozené rohovky.

LSC ptedstavuji vhodny typ SC pro lécbu LSCD, jejich transplantace u pacientll na
poskozeny povrch oka zaznamenala tspésné obnoveni zraku (pacienti se zhorSenou kvalitou
vidéni nebo trpicich slepotou) (Rama et al. 2010; Sangwan et al. 2011; Basu et al. 2012;
Pellegrini et al. 2014). Béhem experimenti byly LSC izolovany z mySich limbu
a kultivovany standartni technikou. Pomoci pritokové cytometrie byla u nich zjisténa
exprese povrchového znaku CD105 a neptitomnost povrchovych znakli hematopoetické
linie CD11b a CD31 stejné jako u MSC. Adipogenni a osteogenni diferenciace u LSC
probihala méné€ v porovnani s MSC. Oproti BM-MSC je tato diferenciaéni schopnost LSC
témét zanedbatelnd. Pii osteogenni diferenciaci byl u LSC a BM-MSC osteopontin
a osteogenin exprimovan ve vys§i mife nez u testovanych AD-MSC. LSC po kultivaci
v RPMI mediu po dobu 72 hodin exprimovaly v malém mnoZstvi znak rohovkového epitelu
K12. Tato exprese miiZe byt zplisobena spontanni diferenciaci téchto bun¢k béhem kultivace
nebo mohl byt tento znak exprimovan jiz pied izolaci v limbalni tkani, kde se nachazi rizna
stadia diferencujicich se bun¢k pochazejicich z LSC a dalSich bun¢k limbu. Nicméné takto
izolované a kultivované buiiky byly jiz diive usp€Sné pouzity v terapii poskozené rohovky
s LSCD a jsou oznacovany jako LSC (Pellegrini et al. 1997; Rama et al. 2010). Vhodnou
alternativou pfi rozsahlém oboustranném poSkozeni rohovky a nasledném vzniku LSCD

mohou byt MSC izolované v dostatecném mnozstvi z tukové tkané nebo kostni dfené
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pacienta a jsou pomérné snadno kultivovany in vitro. MSC jsou schopny se diferencovat
napf. v buiiky tukové nebo kostni tkan€. V naSich pokusech AD-MSC snaze diferencovaly
v buiiky tukové tkané¢ a BM-MSC v burky kostni tkan¢. V porovnani s LSC maji oba typy
MSC vyssi schopnost diferenciace v buiiky tukové tkan€, u osteogenni diferenciace LSC
vykazovaly v analyze pomoci real-time PCR vyssi diferenciacni schopnost nez AD-MSC.
MSC po kultivaci, na rozdil od LSC, neexprimuji K12.

Pozorovali jsme rastové vlastnosti LSC a obou typit MSC ve tfech raznych
koncentracich (3000, 10000 a 30000 bunék na jamku 24jamkové desticky) v Casech 0, 24
a 48 hodin. Nejlépe rostly vSechny typy bunck pti nejvyssi koncentraci (30000 bungk).
V dalsich pokusech jsme proto pouzivali pti kultivaci MSC a LSC na nanovlakenném nosici
vyssi koncentrace bun¢k, abychom dosahli optimalniho nardstu bunék pied transplantaci na
nanovlakennych nosic¢ich maji srovnatelnou metabolickou aktivitu jako LSC a MSC rostouci
na plastu (Zajicova et al. 2010).

Pomoci priutokové cytometrie byla u AD-MSC a BM-MSC zjisténa piitomnost CD44
a CDI05. Tyto bunky neexprimuji CD31. Expresi téchto znaki, adherenci k plastu
a schopnosti diferencovat v adipocyty a osteocyty jsme ov¢fili kritéria, podle kterych jsou
MSC definovany (Dominici et al. 2006).

Model poskozeni povrchu oka byl optimalizovéan tak, aby nedochéazelo k poskozeni
hlubsich struktur oka nachazejicich se pod rohovkou a aby se rohovka ani po 14 dnech sama
neregenerovala. Nejvhodnégj$i koncentrace je 0,25M NaOH a cas 25 vtefin. V poskozené
rohovce jsme pomoci analyzy exprese genu pro prozanétlivé molekuly jako IL-2, IFN-y
a iINOS potvrdili zanétlivou reakci, ktera v rohovce pietrvavala 14 dni od jejiho poskozeni.

Nami pouzité typy SC produkuji spontanné nebo po stimulaci LPS fadu riistovych nebo
imunoregulacnich faktort. LSC, BM-MSC a AD-MSC exprimuji iNOS aZ po stimulaci LPS.
BM-MSC ani LSC neprodukuji IL-6 konstitutivné, jeho hladina se aZ po stimulaci LPS
zvySuje. AD-MSC exprimuji spontanné gen pro IL-6 1 bez stimulace. Tato produkce IL-6 je
jednim z mechanismi inhibujicim produkci IgG B lymfocyty (Rasmusson et al. 2007). MSC
také mohou pomoci IL-6 stimulovat DC k diferenciaci na buiiky s tolerogennim fenotypem
(Deng et al. 2014). Produkce NO je u MSC stimulovana prozanétlivymi faktory (Ren et al.
2009), coz jsme potvrdili sledovanim zvySené exprese iNOS po stimulaci LPS. Exprese HGF
je vyssi po stimulaci LPS u LSC, AD-MSC produkuji HGF konstitutivné bez vétsiho vlivu
LPS. U BM-MSC je hladina exprese HGF po stimulaci vys$§i. VEGF je konstitutivné
exprimovan AD-MSC 1 BM-MSC, pticemz u BM-MSC je exprimovana hladina genu pro
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VEGEF vyssi. LSC exprimuji gen pro VEGF az po stimulaci pomoci LPS. Hladina exprese
geni pro rustové faktory HGF a VEGF mize byt po stimulaci prozanétlivymi faktory (IL-1,
TNF-a, IFN-y) zvySena a napomaha tak regeneraci tkani (Li and Tseng 1995; Yoon et al.
2010). HGF je spojovan s migraci LSC do rohovky po poskozeni, coz by mohlo potvrzovat
velky narist exprese HGF u stimulovanych LSC. V naSem pfipad¢ se zvyseni exprese genu
pro HGF potvrdilo pouze u LSC a BM-MSC. VEGF je po stimulaci pomoci LPS exprimovan
ve zvySené mire pouze u LSC.

MSC spontann¢ produkuji TGF-B. Tato produkce je podpofena stimulaci
protizanétlivymi faktory (IL-10, TGF-B), po stimulaci LPS naopak dochazi pouze ke
zvySené produkci IL-6 (Svobodova et al. 2012). To jsme potvrdili analyzou exprese genil
pro TGF-p, ktery byl exprimovan konstitutivné. Pouze u BM-MSC doslo po stimulaci LPS
k poklesu. COX-1 je exprimovan u vSech typil pouzitych bunék. U BM-MSC a AD-MSC
doslo k signifikantnimu poklesu po stimulaci. COX-2 je konstitutivné exprimovana v obou
pouzitych typech MSC a nebyla pozorovéana zvySena exprese po stimulaci pomoci LPS.

U LSC je COX-2 exprimovana az po kultivaci s LPS.

Po poskozeni rohovky dochdzi k zanétlivé reakcei a k lokalni produkci prozanétlivych
cytokintl jako IL-2, IL-6 a IFN-y a exprese iNOS je zvySena. Je pfitomna neovaskulrizace
rohovky, ktera je spojend s expresi VEGF a bunky rohovky reaguji na poskozeni zvySenou
expresi TGF-B. Dfive bylo potvrzeno, Ze MSC a LSC migruji z transplantovaného
nanovlakenného nosice na mechanicky poSkozeny povrch oka mysi a tlumi zadnétlivou reakci
(Zajicova et al. 2010) a ze transplantace MSC na nanovlakenném nosi¢i na chemicky
poskozenou rohovku kralika pomoci NaOH tlumi lokalni zdnétlivou reakci (Cejkova et al.
2013; Holan et al. 2015). V dalSich pracich byly MSC na povrch oka transplantovany jiz
preddiferencované po kultivaci s buikami rohovkového stromatu nebo s LSC a dochézelo
k inhibici zanétlivé reakce a ke zprithlednéni rohovek (Jiang et al. 2010; Rohaina et al. 2014).

Tyden po transplantaci SC byly rohovky odebrany a analyzou genové exprese
prozanétlivych cytokind, rastovych faktorti a iNOS byl zhodnocen vliv pouzitych bunék na
lokalni zanét. Analyzou genové exprese znaku rohovky K12 byla pozorovéana regenerace
rohovkového epitelu. Po aplikaci SC jsme zaznamenali inhibici lokalniho zanétu v 1é¢enych
rohovkach. Signifikantni pokles exprese genu pro iNOS nastal u rohovek lécenych vSemi
typy pouzitych SC. Inhibovana byla i produkce prozanétlivych cytokint IL-2 a IL-6 (v obou
ptipadech signifikantné pouze u BM-MSC a AD-MSC), IFN-y byl signifikantné¢ utlumen
pouze v rohovkéch oSetfenych transplantovanymi BM-MSC. Exprese genu pro VEGF byla

55



signifikantn€ snizena u vSech tfi typa bunck. Transplantované SC inhibuji expresi VEGF,
¢imz mohou zabranit vzniku neovaskularizaci. Regenerace rohovkového epitelu byla
pozorovana jak vizualng, tak pomoci analyzy exprese genu pro K12. Lécba pomoci LSC
a BM-MSC transplantovanych na nanovldkenném nosi¢i podporuje reepitelizaci rohovky. U
rohovek lécenych AD-MSC dochazi také ke zvyseni exprese genu pro K12, ale nepodatilo
se ndm tento narust signifikantné prokazat. Inhibice lokalni produkce prozanétlivych
pracich (Pellegrini et al. 1997, Rama et al. 2010; Rohaina et al. 2014, Cejkova et al. 2015,
Holan et al. 2015). V jinych studiich dochazi k mirnému ucinku jiz pii samotné aplikaci
nanovldkenného nosic¢e na poskozeny povrch oka (Cejkova et al. 2013; Holan et al. 2015).
V tomto piipad¢ naopak rohovky s nasitym nanovlakennym nosi¢em bez bun¢k vykazovaly
zvySenou hladinu prozanétlivych cytokinli a iNOS. U exprese gend pro TGF-f a VEGF
nemél samotny nanovlakenny nosi¢ na terapii zddny ucinek.

Terapie poskozené rohovky pomoci BM-MSC inhibovala expresi vSech prozanétlivych
cytokinti, iNOS a VEGF. Terapie transplantaci BM-MSC je srovnatelna s LSC b&hem
regenerace rohovkového epitelu. AD-MSC snizuji expresi IL-2, IL-6 a iNOS. Vliv na
snizeni exprese IFN-y a zvySeni exprese K12 po terapii nebyl signifikantni. PouZzitim
vhodného typu MSC by bylo mozné urychlit reepitelizaci rohovky a zaroven inhibovat

lokalni zanétlivou reakci béhem 1é¢by poskozeného povrchu oka a LSCD.
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8. Zavér

U mysi byl pouzit model poskozeni rohovky, pii kterém bylo oko poSkozeno 0,25M
roztokem NaOH po dobu 25 vtefin. Pomoci vizualni kontroly (mikroskopicky) bylo ovéreno,
ze je rohovka poskozena dostatecn¢ a rohovkovy epitel se vyrazné neobnovuje ani 7. a 14.
den po poskozeni. To bylo potvrzeno analyzou genové exprese pro znaky pro rohovkovy
epitel a rohovku (K12, Ker, Lum). V rohovce po poskozeni dochazi k lokalni zanétlivé reakci
a ke zvySeni genové exprese pro molekuly spojené se zanétem: IL-2, L-6, I[FN-y, iNOS,
VEGF a TGF-f.

Analyzou exprese pro povrchové znaky pritokovou cytometrii jsme si ovérili, ze ndmi
kultivované MSC spliuji kritéria kmenovosti podle definice stanovené Mezinarodni
koncentraci bun¢k pro kultivaci ndmi pouzitych SC na nanovldkenném nosi¢i a pomoci
analyzy genové exprese jsme si overili, ze pouzité SC neexprimuji zadny z bézné
popisovanych znakii rohovky. Pouze LSC exprimuji uréité mnozstvi znaku K12 kvili
samovolné diferenciaci nebo odbéru jiz diferencovanych bunék, které se nachazeji v limbu.

Exprese imunomodulaé¢nich molekul po stimulaci pomoci LPS byla ovéfena opét
pomoci analyzy genové exprese. COX-2 je konstitutivné exprimovéana u obou typt MSC,
u LSC je exprese ptitomna az po stimulaci LPS. IL-6 a iNOS jsou exprimovany po stimulaci
u vSech typt pouzitych bunck. TGF- je exprimovan konstitutivné u vSech typ bunék.
U LSC je tato exprese nejniz§i a u BM-MSC nejvyssi. U BM-MSC je tato exprese po
stimulaci signifikantné snizena. HGF je konstitutivné tvofen u AD-MSC, u BM-MSC
dochazi k expresi HGF az po stimulaci pomoci LPS. LSC exprimuji tuto molekulu
konstitutivné a po kultivaci s LPS je exprese signifikantné zvySend, coZ nejspiSe ukazuje na
roli HGF v regenera¢nich pochodech rohovky. VEGF je konstitutivn€ exprimovan u obou
typtt MSC, u AD-MSC je tato exprese vyssi. U LSC je exprese zvySena po stimulaci. IDO
neni u MSC konstitutivné exprimovan a ani po stimulaci pomoci LPS. K produkci IDO je
tieba stimulace IFN-y.

Pro transplantaci SC na poSkozeny povrch oka byl pouZit nanovldkenny nosi¢, ktery byl
na oku ponechén po dobu tfi dnd, a poté byl nosi¢ odstranén. Po dalSich ¢tyfech dnech bylo
oko odebrano pro analyzu exprese gena lokdln¢ produkovanych cytokini a molekul
spojenych se zanétem. Vizudlné lze po terapii pozorovat zvySenou prithlednost rohovky.
Terapie SC ma signifikantni vliv na tlumeni lokalniho zanétu. V piipad¢ inhibice exprese

zanétlivych cytokindt IL-2 a IL-6 maji AD-MSC a BM-MSC podobné schopnosti
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a transplantace obou typu bunék signifikantné tlumi produkci téchto cytokind. Exprese
IFN-y je inhibovana signifikantné u terapie pomoci BM-MSC. Exprese VEGF je
signifikantné inhibovana vSemi typy pouzitych bun¢k a nejvice BM-MSC. Hladina exprese
TGF-B je zvySena po poskozeni rohovky. TGF-B je konstitutivné exprimovan i po
transplantaci SC a nejspis hraje roli v regeneraci rohovky.

Obnova rohovkového epitelu po terapii byla sledovana pomoci exprese cytokeratinu
K12. Epitel je signifikantn¢ regenerovan po transplantaci LSC a BM-MSC, jejichz ucinek je
srovnatelny. U AD-MSC se ndm signifikantni ucinek nepodatilo prokazat, nicméné je K12
po jejich transplantaci na poSkozenou rohovku také exprimovan ve zvysSené mife nez
u rohovky bez terapie.

Terapie pomoci SC bunék ma vliv na snizeni lokalni exprese genii pro prozanétlivé
cytokiny a dal$i molekuly spojené se zané¢tem. BM-MSC maji srovnatelny t¢inek na obnovu
rohovkového epitelu jako terapie pomoci LSC. NaSe vysledky ukazuji vhodnost pouZiti
MSC k terapii poskozené¢ho povrchu oka diky jejich imunomodulacnim vlastnostem, ke
kterym patii tlumeni lokalni zanétlivé reakce, snizovani exprese VEGF, a tedy snizovani

rizika neovaskularizace a urychleni regenerace rohovkového epitelu.
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