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Abstrakt 

Kmenové buňky představují perspektivu pro léčbu řady doposud neléčitelných 

onemocnění. V současnosti mezi nejvíce studované kmenové buňky patří 

mezenchymální kmenové buňky (MSC). Tyto buňky jsou schopné diferenciace v různé 

buněčné typy, produkovat růstové a trofické faktory a prostřednictvím 

imunomodulačních molekul regulovat funkce buněk imunitního systému. Při studiu 

imunomodulačních vlastností MSC jsme se zaměřili na jejich vliv na B buňky a na 

studium mechanismu působení MSC ovlivněných interferonem-γ (IFN-γ) na produkci 

interleukinu 10 (IL-10) B buňkami. Prokázali jsme, že MSC ovlivněné IFN-γ inhibují 

produkci IL-10 aktivovanými B buňkami prostřednictvím dráhy cyklooxygenázy-2.  

Vzhledem ke svým regenerativním a imunomodulačním vlastnostem nacházejí 

MSC uplatnění v léčbě řady onemocnění. V této práci jsme se zabývali možností využití 

MSC k léčbě onemocnění a poškození oka. Při léčbě poškozeného povrchu oka jsou 

používány limbální kmenové buňky (LSC), ale jejich izolace je obtížná a nemohou být 

použity ve všech případech poškození. Vhodným kandidátem v těchto případech mohou 

být MSC. Proto jsme srovnávali terapeutický potenciál LSC a MSC izolovaných z kostní 

dřeně a tukové tkáně. Studie ukázala, že MSC izolované z kostní dřeně mají srovnatelný 

regenerativní vliv na hojení poškozeného povrchu oka jako tkáňově specifické LSC.  

Kromě léčby poškozeného povrchu oka mohou být MSC využity také v léčbě 

degenerativních onemocnění sítnice. Prokázali jsme, že MSC jsou schopné v prostředí 

simulující zánět v poškozené sítnici diferencovat na buňky exprimující znaky sítnice a 

ukázali jsme, že klíčovou podpůrnou roli v tomto diferenciačním procesu hraje IFN-γ. 

Dále jsme ukázali, že MSC produkují neurotrofické faktory a dokážou snížit expresi 

prozánětlivých cytokinů v sítnici.  
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Abstract 

Stem cell-based therapy represents a perspective approach for the treatment of 

many so far incurable diseases. Mesenchymal stem cells (MSC) are currently the most 

studied stem cells. They are able to differentiate into different cell types, to produce 

growth and trophic factors and can suppress the functions of cells of the immune system. 

During the study of the immunomodulatory properties of MSC, we focused on their 

effect on B cells. The mechanism of impact of interferon-γ (IFN-γ) on MSC and their 

effect on the production of interleukin 10 (IL-10) by B cells was analysed. We have 

demonstrated that MSC-treated with IFN-γ inhibit production of IL-10 by activated 

B cells via the cyclooxygenase-2 involving pathway. 

Due to their regenerative and immunomodulatory properties, MSC can be for 

treatment of many diseases. In this study we focused on the disease and damage of the 

eye. The limbal stem cells (LSC) are used for the treatment of damaged ocular surface, 

however their isolation is difficult and they can not be used in all cases of damage. 

Appropriate candidates in these cases are MSC. Therefore we have decided to compare 

the therapeutic potential of LSC and MSC isolated from bone marrow or adipose tissue. 

The study have shown that MSC isolated from bone marrow have a similar regenerative 

effect on healing of the damaged ocular surface of the eye as have LSC. 

In addition, MSC can be also used for the treatment of retinal degenerative 

diseases. We found that MSC are able to differentiate into cells expressing retinal 

markers in the environment simulating inflammation in the damaged retina and we have 

shown that IFN-γ plays a key role in the differentiation process. Furthermore, we have 

shown that MSC produce numerous neurotrophic factors and can reduce expression of 

proinflammatory cytokines in the retina. 
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1 Seznam zkratek 

ABCB5  ATP-binding cassette subfamily 5 protein 

ABCG2 ATP-binding cassette transporter group 2 protein  

AD-MSC  adipose-derived mesenchymal stem cells, mezenchymální kmenové 

  buňky izolované z tukové tkáně 

BDNF  brain-derived neurotrophic factor, mozkový neurotrofický faktor  

bFGF  basic fibroblast growth factor, bazický fibroblastový růstový faktor 

BM-MSC  bone marrow-derived mesenchymal stem cells, mezenchymální kmenové 

  buňky izolované z kostní dřeně 

BRB  blood retinal barrier, hematoretinální bariéra 

Breg  regulatory B cells, regulační B lymfocyty 

CD   cluster of differentiation, diferenciační antigen 

CNTF  ciliary neurotrophic factor, ciliární neurotrofický faktor 

COX   cyklooxygenase, cyklooxygenáza 

DR  diabetická retinopatie 

EGF  epidermální růstový faktor, epidermal growth factor 

Fas-L   Fas ligand 

GDNF  glial cell line-derived neurotrophic factor, neurotrofický faktor z gliální 

  buněčné linie  

HGF   hepatocyte growth factor, růstový faktor hepatocytů 

IDO   indolamin-2,3-dioxygenáza 

IFN  interferon 

IGF   insulin-like growth factor, inzulinu podobný růstový faktor 
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IL  interleukin 

iNOS   inducible nitric oxid synthase, indukovatelná syntáza oxidu dusnatého 

K3  keratin 3 

LSC  limbal stem cells, limbální kmenové buňky 

LSCD  limbal stem cell deficiency, deficience limbálních kmenových buněk 

LPS  lipopolysacharid 

MSC  mesenchymal stem cells, mezenchymální kmenové buňky 

NGF  nerve growth factor, nervový růstový faktor 

NO   nitric oxide, oxid dusnatý 

NK   natural killers, přirození zabíječi 

PCR   polymerase chain reaction, polymerázová řetězcová reakce 

PD-L1  programmed death ligand 1, ligand programované buněčné smrti  

PDGF  platelet-derived growth factor, destičkový růstový faktor  

PGE   prostaglandine E, prostaglandin E 

RPE   retinal pigment epithelium, epiteliální pigmentové buňky 

TGF   transforming growth factor, transformující růstový faktor 

Th   helper T cells, pomocné T lymfocyty 

TNF   tumor necrosis factor, faktor nekrotizující nádory 

Treg  regulatory T cells, regulační T lymfocyty 

TSG-6  TNF-α stimulated gene 6 protein 

VEGF   vascular endothelial growth factor, cévní endoteliální růstový faktor 

VPMD  věkem podmíněná makulární degenerace 
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2 Literární přehled 

2.1 Úvod 

Kmenové buňky se za poslední roky staly středem zájmů biomedicínského 

výzkumu, protože svými vlastnostmi představují nadějné kandidáty pro léčbu řady 

doposud neléčitelných poškození a onemocnění. Proto se tato práce se zabývá 

mezenchymálními kmenovými buňkami (MSC), které v současné době patří mezi 

nejstudovanější typy kmenových buněk. MSC disponují diferenciačním potenciálem, 

imunomodulačními vlastnostmi a produkcí trofických a růstových faktorů. Další jejich 

výhodou je poměrně snadná izolace a kultivace z tkání pacienta a tedy možnost využití 

pro autologní transplantaci bez použití imunosupresivní léčby. 

MSC jsou studovány pro léčbu autoimunitních onemocnění nebo při 

transplantacích, kde se využívá především jejich schopnosti imunomodulace. MSC 

působí na buňky adaptivní i přirozené imunity, inhibují zánětlivé reakce a naopak 

aktivují regulační protizánětlivou imunitní odpověď. Na druhé straně jsou MSC 

využívány v terapii pro své regenerativní účinky a schopnost diferenciace na mnoho 

buněčných typů. Diferenciací a produkcí celé řady růstových a trofických faktorů 

podporují regeneraci poškozené tkáně, například při poškození oka. Při rozsáhlém 

poškození rohovky i s limbální částí jsou schopné svou funkcí nahradit limbální 

kmenové buňky (LSC) a zajistit regeneraci poškozeného povrchu oka. Úspěšné 

výsledky se ukazují také při aplikaci MSC v případě poškození sítnice. Bylo prokázáno, 

že MSC jsou schopné diferenciace na buňky exprimující znaky sítnice, podporují 

obnovu poškozených buněk a potlačují zánětlivé procesy v poškozené sítnici.  

2.2 Kmenové buňky 

Kmenové buňky představují řadu odlišných buněčných populací, pro které stále 

nebyl definován žádný společný fenotypový znak. Mezi jejich hlavní společné vlastnosti 

patří neomezená schopnost sebeobnovy a diferenciace na různé typy buněk. Kmenové 

buňky můžeme rozdělit na embryonální kmenové buňky, indukované pluripotentní 

kmenové buňky a kmenové buňky z dospělého organismu.  

Embryonální kmenové buňky jsou pluripotentní kmenové buňky získávané 

z blastocysty zárodku. Jejich nevýhodou při terapeutickém použití je tvorba teratomů a 

etické problémy spojené s jejich izolací (Bobbert 2006; Gong et al. 2014). Dalším typem 
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jsou indukované kmenové buňky, které jsou uměle připravovány ze somatických buněk 

vnesením genů potřebných pro reprogramování somatické buňky na buňku 

s kmenovými vlastnostmi. Reprogramované buňky se mohou diferencovat do všech tří 

zárodečných linií. Jejich použití negativně ovlivňují problémy spojené s použitím 

virových vektorů a také neúplným reprogramováním buněk (Yu et al. 2007; Yamanaka 

et al. 2012).  

V současné době se jako nejvhodnější kandidát pro buněčnou terapii ukazují 

kmenové buňky z dospělého organismu, kam můžeme zařadit hematopoetické kmenové 

buňky, tkáňově specifické kmenové buňky nebo MSC. Kmenové buňky z dospělého 

organismu zajišťují obnovu buněk diferenciací. Kromě diferenciace na buňky 

odpovídající buněčné linie jsou některé z nich schopné i transdiferenciace na buňky 

jiných zárodečných linií. U MSC byly prokázané imunomodulační vlastnosti, schopnost 

produkce růstových a trofických faktorů a také možnost transdiferenciace (Guadix et al. 

2016).  

2.3 MSC 

MSC jsou multipotentní kmenové buňky, které byly v roce 1966 popsány 

Friedensteinem et al. jako populace buněk v kostní dřeni. Pro MSC nebyl doposud 

stanoven žádný unikátní znak, proto se pro jejich charakterizaci využívá tří kritérií 

stanovených Mezinárodní společností pro buněčnou terapii. Jedním z kritérií je 

schopnost MSC in vitro diferencovat na adipocyty, chondroblasty a osteoblasty. Kromě 

toho musí být MSC adherentní k plastovému povrchu a musí exprimovat diferenciační 

antigeny (CD, cluster of differentiation) CD73, CD90, CD105 a naopak neexprimovat 

hematopoetické znaky CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79α a molekuly hlavního 

histokompatibilního komplexu II. třídy (Dominici et al. 2006). 

2.3.1 Výskyt a migrace MSC 

MSC můžeme nalézt v celé řadě tkání jako je například kostní dřeň, tuková tkáň, 

pupečníková krev, placenta, zubní dřeň, kosterní sval, synoviální tekutina nebo vlasový 

folikul (Tuan et al. 2003). Nejčastěji jsou však MSC získávány z kostní dřeně, tukové 

tkáně nebo pupečníkové krve. Rozdílné vlastnosti MSC izolovaných z různých tkání 

jsou předmětem řady studií. Na základě jejich původu je nejčastěji srovnáván jejich 

fenotyp, morfologie, proliferační schopnost, rozdíly v inhibici buněk imunitního 
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systému a diferenciační potenciál (Kern et al. 2006; Ribeiro et al. 2013; Isobe et al. 

2016).  

Z místa výskytu jsou MSC schopné migrovat do místa poškození či zánětu a zde 

zajistit regeneraci poškozené tkáně či potlačit probíhající zánět. Migrace MSC do místa 

poškození je ovlivněna řadou chemoatraktantů, pro něž mají MSC na svém povrchu 

receptory. Nárůst koncentrace zánětlivých chemokinů v místě poškození je hlavním 

faktorem zahájení migrace MSC (Ponte et al. 2007; Li and Jiang 2011).  

2.3.2 Diferenciace MSC 

Diferenciace je komplexní proces potřebný pro obnovu buněk a tkání. MSC jsou 

kromě diferenciace na adipocyty, chondrocyty, osteocyty a jiné mezodermální buňky 

schopné také transdiferenciace na buňky entodermálního a ektodermálního původu. 

Byla popsána diferenciace MSC na hepatocyty (Zhao et al. 2009), plicní buňky (Rojas 

et al. 2005), kardiomyocyty (Toma et al. 2002), buňky ledvin (Liu et al. 2013), neurony 

(Tropel et al. 2006), buňky rohovky (Nieto-Miguel et al. 2013) a další buněčné typy. 

2.3.3 Parakrinní působení MSC 

MSC produkují řadu cytokinů, chemoatraktantů, růstových a trofických faktorů a 

imunomodulačních molekul. Růstové a trofické faktory mají anti-apoptotickou, 

regenerativní, diferenciační a angiogenní funkci. Mezi tyto faktory produkované MSC 

patří například cévní endoteliální růstový faktor (VEGF, vascular endothelial growth 

factor), angiopoietin-1, erytropoietin, leukemický inhibiční faktor, destičkový růstový 

faktor (PDGF, platelet-derived growth factor), bazický fibroblastový růstový faktor 

(bFGF, basic fibroblast growth factor), inzulinu podobný růstový faktor (IGF, insulin-

like growth factor) nebo epidermální růstový faktor (EGF, epidermal growth factor) 

(Meirelles et al. 2009). Kromě trofických faktorů MSC produkují také anti-fibrotické, 

imunomodulační faktory a chemoatraktanty (Spees et al. 2016). 

Studie z poslední doby ukázaly, že růstové faktory mohou být sekretovány také ve 

formě extracelulárních váčků (exosomy, mikrovesikly). Váčky kromě růstových faktorů 

mohou obsahovat různé cytokiny, mRNA, mikroRNA a imunomodulační molekuly. 

Transport faktorů přes extracelulární váčky chrání molekuly před jejich degradací a 

umožňuje přenos na delší vzdálenosti. Dalšími výhodami využití extracelulárních váčků 

v terapii je zamezení rejekce a přenosu poškozených buněk, možnost aplikace větší 

dávky a snadný průchod vzhledem k malé velikosti váčků. Na druhou stranu nemůže 
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docházet k diferenciaci MSC a působení růstových a trofických faktorů je omezeno 

(Nooshabadi et al 2017; Phinney et al. 2017). 

2.3.4 Vliv MSC na fibrózu  

Bylo prokázáno, že MSC jsou schopné inhibovat fibrotický proces a podpořit 

regeneraci tkáně. Fibrotickým procesem dochází ke zvyšování poměru vazivové tkáně 

na úkor tkáně daného orgánu. Fibróza tkání je způsobena nejčastěji poraněním, zánětem, 

rejekcí nebo oxidačním poškozením (Spees et al. 2016). MSC inhibují diferenciaci 

epiteliálních buněk na fibroblasty, oxidační poškození buněk a umožňují remodelaci 

tkáně (Usunier et al. 2014). MSC také svým působením snižují infiltraci lymfocytů a 

neutrofilů do tkáně a snižují tak produkci zánětlivých a fibrotických faktorů (Ono et al. 

2014). 

2.3.5 Imunomodulační vlastnosti MSC 

Kromě diferenciačního potenciálu disponují MSC také imunomodulačními 

vlastnostmi, kterými inhibují funkci buněk adaptivní i přirozené imunity. Bylo ukázáno, 

že MSC jsou schopné snížit proliferaci a funkci T buněk, B buněk, dendritických buněk 

a NK buněk a naopak indukovat vznik regulačních makrofágů, T regulačních (Treg) 

buněk a B regulačních (Breg) buněk (Lee and Song 2017). V řadě případů není objasněn 

přesný mechanismus jejich působení. Na buňky imunitního sytému mohou MSC působit 

jak buněčným kontaktem, tak prostřednictvím solubilních imunomodulačních molekul, 

které mohou být produkovány konstitutivně nebo je k jejich aktivaci potřeba stimulace 

(Zhao et al. 2016). V řadě studií bylo potvrzeno, že pro zvýšení exprese většiny 

imunomodulačních molekul je potřeba stimulace pomocí interferonu- γ (IFN-γ), faktoru 

nekrotizujícího nádory α (TNF-α, tumor necrosis faktor), interleukinu (IL) 1 nebo jejich 

kombinace. V zánětlivém prostředí dochází k aktivaci MSC a expresi vyšší hladiny 

imunomodulačních molekul, což vede k inhibici nežádoucí zánětlivé reakce a směřování 

imunitní odpovědi k tolerogenní (Krampera et al. 2006; Dorronsoro et al. 2013; Gao et 

al. 2016). 

Mezi molekuly zprostředkovávající kontaktní inhibici buněk imunitního systému 

patří například ligand programované buněčné smrti (PD-L1, programmed death ligand 

1) a Fas ligand (FasL). Exprese PD-L1 na povrchu MSC je několikanásobně zvýšena po 

působení IFN-γ a je zodpovědná například za snížení počtu pomocných T buněk 17 

v kultuře (Th17, T helper cell) (Sheng et al. 2008; Luz-Crawford et al. 2012). FasL na 
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povrchu MSC se uplatňuje v indukci apoptotické smrti u aktivovaných buněk 

imunitního systému a potlačení nežádoucí zánětlivé reakce (Akiyama et al. 2012).  

MSC produkují velký počet solubilních imunomodulačních cytokinů a molekul 

jako například IL-6 (Djouad et al. 2007), transformující růstový faktor β (TGF-β, 

transforming growth factor β) (English et al. 2009), oxid dusnatý (NO, nitric oxide) 

produkovaný indukovatelnou syntázou NO (iNOS) (Sato et al. 2007), produkt 

cyklooxygenázy 2 (COX-2) prostaglandin E2 (PGE2) (English et al. 2009), u lidí lidský 

leukocytární antigen G5 (Selmani et al. 2008), TSG-6 (TNF-α stimulated gene 6 protein) 

(Oh et al. 2012), růstový faktor hepatocytů (HGF, hepatocyte growth factor) (Neuss et 

al. 2004) a také intracelulární enzym katabolizující tryptofan indolamin 2,3-dioxygenáza 

(IDO) (Meisel et al. 2004).  

2.3.5.1 Vliv MSC na buňky imunitního systému 

Jak již bylo zmíněno výše, MSC působí na celou řadu buněk přirozené i adaptivní 

imunity, ovlivňují jejich proliferaci, aktivaci, migraci, expresi povrchových molekul 

nebo produkci cytokinů (Obr. 1). Imunomodulační efekt MSC je zprostředkován často 

kombinací několika solubilních faktorů i membránových molekul, ale jejich přesné 

mechanismy působení jsou stále předmětem studií (Lee and Song 2017). 

2.3.5.2 Vliv MSC na T lymfocyty 

MSC jsou schopné potlačit aktivaci a proliferaci T buněk a také působí na jejich 

diferenciaci. Jedním z mechanismů inhibice proliferace T lymfocytů je zastavení jejich 

buněčného cyklu v G0/G1 fázi (Glennie et al. 2005). MSC mohou na T buňky působit 

přímo nebo zprostředkovaně přes inhibici dendritických buněk (Spaggiari et al. 2009). 

Po působení MSC na T buňky dochází k ovlivňování rovnováhy mezi Th1 a Th2 

buňkami ve prospěch protizánětlivé odpovědi s Th2 buňkami. MSC potlačují produkci 

IFN-γ u Th1 buněk a naopak podporují Th2 buňky a jejich produkci IL-4 a IL-10 

(Aggarwal and Pittenger 2005). MSC vzhledem k produkci TGF-β a IL-6 také ovlivňují 

diferenciaci naivních T buněk na Treg nebo Th17 buňky. Pokud MSC produkují pouze 

TGF-β dochází k vývoji T buněk regulačním směrem, naopak pokud se T buňky 

vyskytují v prostředí kombinace cytokinů TGF-β a IL-6 diferenciace probíhá na Th17 

buňky (Svobodova et al. 2012). Diferenciaci T buněk regulačním směrem mohou MSC 

ovlivnit i působením přes PGE2 nebo IDO (English et al. 2009; Ghannam et al. 2010).  
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Obrázek 1. Vliv MSC na buňky přirozené a adaptivní imunity. MSC ovlivňují buňky 

imunitního systému přímým kontaktem i produkcí parakrinně působících faktorů. Po stimulaci 

zánětlivým prostředím (IFN-γ, TNF-α, IL-1β) MSC produkují vyšší hladinu imunomodulačních 

molekul. Dochází k inhibici prozánětlivé imunitní odpovědi a naopak k přesmyku na regulační 

odpověď (převzato z Lee and Song 2017). 

 

2.3.5.3 Vliv MSC na B lymfocyty 

Kromě přímého působení MSC mohou být B lymfocyty ovlivněny i nepřímo přes 

inhibované T lymfocyty. MSC inhibují proliferaci B buněk zastavením jejich buněčného 

cyklu v G0/G1 fázi stejně jako u T lymfocytů. Ovlivňují také diferenciaci B buněk na 

plazmatické buňky, produkci imunoglobulinů a mají vliv na snížení exprese receptorů 

pro chemokiny (CXCR4, CXCR5 a CCR7), čímž dochází k inhibici migrace B buněk 

do sekundárních lymfoidních orgánů (Corcione et al. 2006; Franquesa et al. 2012).  

Bylo prokázáno, že stejně jako u T lymfocytů a makrofágů i B lymfocyty mají 

regulační subpopulaci Breg, která produkuje převážně IL-10 (Ma and Chan 2016). 

V několika studiích bylo potvrzeno, že MSC podporují vznik Breg lymfocytů. Na 

modelu experimentální autoimunitní encefalomyelitidy po podání MSC došlo k inhibici 
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Th17 buněk a naopak ke zvýšení aktivity Breg buněk (Guo et al. 2013). Podobné 

výsledky byly popsány i na myším modelu onemocnění systémového lupus 

erytematoides, kde po podání MSC došlo také k nárůstu počtu Breg lymfocytů v in vitro 

i in vivo pokusech (Park et al. 2015). V současné době není jasné, jakým způsobem se 

MSC podílejí na aktivaci Breg, zda je to jejich přímým působením nebo prostřednictvím 

IL-10 produkovaného Treg lymfocyty, dendritickými buňkami nebo makrofágy (Ma and 

Chan 2016). 

2.3.5.4 Vliv MSC na makrofágy 

Makrofágy můžeme rozdělit na dvě subpopulace M1 a M2 s odlišným fenotypem. 

M1 makrofágy mají prozánětlivý charakter s produkcí NO, IL-1, IL-6, IL-12 a TNF-α, 

naopak M2 populace podporuje protizánětlivou imunitní odpověď a produkuje IL-4 a 

IL-10. Po působení MSC mění makrofágy svůj profil na protizánětlivý, M2 makrofágy 

exprimují ve zvýšené míře molekulu CD206 a je u nich zvýšena schopnost fagocytózy 

(Maggini et al. 2010; Cho et al. 2014).  

2.3.5.5 Vliv MSC na dendritické buňky a NK buňky 

U dendritických buněk jsou MSC schopné inhibovat jejich diferenciaci 

z monocytů a následně potlačit expresi molekul sloužících k prezentaci antigenu a 

kostimulačních molekul. Inhibice těchto molekul vede zprostředkovaně ke snížení 

funkce T lymfocytů bez přímého působení MSC (Jiang et al. 2005, Chiesa et al. 2011). 

Bylo prokázáno, že MSC mají supresivní účinky i na NK buňky, inhibují jejich 

proliferaci, cytotoxicitu a expresi aktivačních receptorů. Inhibiční vliv MSC je větší 

v případě neaktivovaných NK buněk než aktivovaných NK buněk (Spaggiari et al. 

2008).  

2.4 Možnosti terapeutického využití MSC  

MSC vzhledem ke svým vlastnostem představují perspektivní kandidáty pro léčbu 

řady onemocnění. Mohou být využity jak v regenerativní medicíně, tak v léčbě 

autoimunitních onemocnění či při transplantacích. V současné době probíhá přibližně 

500 klinických studií zabývajících se MSC a jejich uplatněním v terapii 

(www.clinicaltrials.gov). V regenerativní medicíně se uplatňuje především schopnost 

MSC se diferencovat v různé buněčné typy. MSC se mohou diferencovat například na 

chondrocyty, osteocyty (Pittenger et al. 1999), kardiomyocyty (Toma et al. 2002), 
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hepatocyty (Zhao et al. 2009), buňky rohovky (Nieto-Miguel et al. 2013) nebo sítnice 

(Kicic et al. 2003). Další významnou vlastností MSC je produkce růstových, anti-

apoptotických, anti-fibrotických, angiogenních faktorů a cytokinů, které podporují 

diferenciaci buněk a regeneraci poškozené tkáně (Meirelles et al. 2009). V rámci 

regenerativní uplatnění MSC se jedná především o použití v léčbě poškozených 

chrupavek (Wakitani et al. 2011), komplikovaných zlomenin (Quarto et al. 2001), 

osteoartritidy (Soler et al. 2016), genetického onemocnění osteogenesis imperfekta 

(Horwitz et al. 2002), infarktu myokardu (Orlic et al. 2001), plicní fibrózy (Glassberg et 

al. 2017), poškození jater (Peng et al. 2011) nebo poranění míchy (Jarocha et al. 2015).  

Velký potenciál se skrývá také v imunomodulačních vlastnostech MSC a možnosti 

regulace adaptivní i přirozené imunity (Guadix et al. 2017; Lee and Song 2017). Těchto 

vlastností je využíváno při transplantacích k potlačení nežádoucích imunitních reakcí, 

například při transplantaci ledvin (Mudrabettu et al. 2015), a dále k léčbě chronické a 

akutní reakce štěpu proti hostiteli (Le Blanc et al. 2008; Kurtzberg et al. 2014). 

V neposlední řadě jsou MSC používány v léčbě autoimunitních onemocnění, jako je 

například diabetes mellitus (Cai et al. 2016), roztroušená skleróza (Llufriu et al. 2014), 

revmatoidní artritida (Liang et al. 2012) nebo Crohnova choroba (Ciccocippo et al. 

2015).  

V řadě onemocnění je využívána kombinace regenerativních vlastností MSC 

spolu s jejich imunomodulačními vlastnosti. Příkladem mohou být různá onemocnění a 

poškození zraku. Poškození zraku nebo jeho ztráta vedou k výraznému snížení kvality 

života, které se promítá do všech jeho oblastí a omezuje dosavadní činnosti člověka. 

Mezi nejčastější příčiny ztráty zraku můžeme zařadit poškození rohovky či onemocnění 

sítnice.  

2.4.1 Rohovka 

Světlo vstupuje do oka přes rohovku a dopadá přes zornici na čočku, která se díky 

duhovce roztahuje nebo zužuje a mění tak své zakřivení, pak paprsek dopadá na zadní 

stěnu oka na sítnici (Obr. 2). Na povrchu rohovky se nachází dlaždicový vrstevnatý 

rohovkový epitel, jehož odumřelé buňky jsou odplavovány prostřednictvím slz. Dále je 

rohovka tvořena Bowmanovou membránou tvořenou vlákny kolagenu, nejsilnější částí 

rohovkovým stroma, descemetskou membránou a nakonec jednovrstevným 

rohovkovým endotelem. Na zevním okraji rohovky se nachází limbus, který slouží jako 
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bariéra rozrůstání spojivkového epitelu na rohovku a také se zde nachází populace LSC 

(Echevarria and Di Girolamo 2011; Zhao et al. 2016).  

 

 

 

Obrázek 2. Schéma lidského oka. Lidské oko je z velké části tvořeno sklivcem, dále je složeno 

z přední části s rohovkou, duhovkou se zornicí, čočkou a zadní části, kde se nachází sítnice. 

Na sítnici je znázorněno místo nejostřejšího vidění žlutá skvrna neboli makula (převzato a 

upraveno ze Zheng et al. 2012). 

 

2.4.1.1 Poškození rohovky  

Za fyziologických podmínek je rohovka průhledná a nenachází se v ní žádné cévy. 

Při poškození může dojít k vaskularizaci a ke snížení průhlednosti rohovky, což může 

mít za následek až ztrátu zraku. Poškození povrchu oka může být způsobeno 

mechanicky, tepelně, chemicky nebo sekundárně jako následek infekčního onemocnění. 

Další možností poškození jsou geneticky podmíněné dystrofie rohovky nebo poškození 

při autoimunitním onemocnění (například oční pemphigoid). Regenerace rohovkového 

epitelu je zprostředkována LSC a jejich následnou diferenciací. Populace LSC se 

nachází v bazální vrstvě limbálního epitelu ve struktuře nazývané Vogtovy palisády. Při 

rozsáhlejším poškození rohovky i s oblastí limbu dochází k deficienci LSC (LSCD) a 

regenerace rohovkového epitelu není možná. LSCD je charakterizována invazí 

spojivkového epitelu, zánětlivým prostředím, vaskularizací a ztenčením rohovky (Dua 

et al. 2009; Ordonez and Di Girolamo 2012).  
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2.4.1.2 Transplantace rohovky 

Možnost léčby povrchu oka závisí na rozsahu poškození, zda je zasažen limbus a 

také zda se jedná o jednostranné či oboustranné poškození oka. Pokud je poškozena 

pouze rohovka a limbální tkáň je alespoň částečně zachována, je možné přistoupit 

k transplantaci rohovky. Vzhledem k imunoprivilegovanosti rohovky je její 

transplantace ve většině případů úspěšná a patří k jedné z nejčastějších transplantací. 

Problém může nastat, pokud při poškození rohovky došlo k vaskularizaci a zvýšení 

počtu buněk imunitního systému v rohovce. V těchto případech je narušena její 

imunoprivilegovanost a může dojít k odhojení štěpu (Maddula et al. 2011; Zhao et al. 

2016). 

2.4.1.3 Využití LSC v léčbě poškozené rohovky 

LSC jsou schopné nahradit poškozené buňky rohovkového epitelu. Stejně jako pro 

MSC, ani pro LSC není v současné době známý žádný specifický znak. Pro jejich 

charakterizaci je využívána exprese membránového transportéru ABCG2 (ATP-binding 

cassette transporter group 2 protein), transkripčního faktoru p63, ABCB5 (ATP-binding 

cassette subfamily 5 protein), keratin 19 (K19) a naopak nepřítomnost znaků typických 

pro buňky rohovky jako například K3 nebo K12 (Krulova et al. 2008; Echevarria and 

Di Girolamo 2011; Ekici et al. 2015).  

V případě poškození zahrnující i limbus dochází k LSCD a rohovka není schopna 

se regenerovat ani po případné transplantaci. Při jednostranném poškození limbu může 

být využita transplantace části limbálního epitelu ze zdravého oka do oka poškozeného, 

nevýhodou je možnost poškození zdravého oka po odběru části limbu (Rama et al. 

2010). Další způsob léčby představuje transplantace laboratorně kultivovaných LSC 

získaných z malého kousku nepoškozeného limbu pacienta (Basu et al. 2012). Již v roce 

1997 byla publikována skupinou Pellegrini et al. úspěšná transplantace epiteliální vrstvy 

buněk kultivované z LSC pacienta. Po autologní transplantaci na chemicky poškozený 

povrch oka došlo k obnovení rohovkového epitelu (Pellegrini et al. 1997). LSC jsou na 

povrch oka transplantovány pomocí různých nosičů, využívá se například amniová 

membrána (Pauklin et al. 2010; Basu et al. 2012), kontaktní čočky (Pellegrini et al. 1997; 

Brown et al. 2014), nanovlákenné nosiče (Zajicova et al. 2010; Baradan-Rafii et al. 

2015) nebo fibrinové lepidlo (Marchini et al. 2011). 
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U poškození limbu u obou očí není transplantace limbu nebo LSC z druhého 

nepoškozeného oka pacienta možná. Využívá se alogenní transplantace limbu 

s následným podáním imunosupresivních léčiv (Dua et al. 1999), případně aplikace 

kultivovaných alogenních LSC (Pauklin et al. 2010). Oba způsoby terapie jsou spojeny 

s aktivací imunitního systému, a je nutné podávání silných dávek imunosupresivních 

léčiv, které mají řadu vedlejších účinků. Vhodnou alternativu pro léčbu poškozeného 

povrchu oka představují MSC, které se mohou diferencovat na buňky rohovky a zároveň 

podporovat regeneraci v místě poškození. MSC je možné izolovat z tkání pacienta a 

získat tak dostatečné množství buněk pro autologní transplantaci.  

2.4.1.4 Využití MSC v léčbě poškozené rohovky 

MSC jsou perspektivním kandidátem pro léčbu poškozeného povrchu oka. Bylo 

prokázáno, že mohou jak diferencovat na buňky rohovky, tak potlačit zánětlivou reakci 

probíhající v místě poškození. Svými vlastnostmi mohou MSC nahradit LSC, které 

nemohou být použity v řadě případů vážného poškození povrchu oka. MSC mají navíc 

oproti LSC výhodu snadné izolace a kultivace z tkání pacienta.  

2.4.1.4.1 Diferenciace MSC na buňky rohovky 

MSC mají řadu podobných vlastností jako LSC, jednou z nich je schopnost 

diferenciace na buňky epitelu rohovky. Bylo prokázáno, že MSC jsou schopné 

diferenciace in vitro po kultivaci s LSC nebo se supernatantem z kultivovaných LSC, 

v obou případech došlo u MSC k expresi znaku K3 typického pro rohovku (Gu et al. 

2009). Kultivace MSC izolovaných z kostní dřeně (BM-MSC, bone marrow-derived 

MSC) s kondiciovaným médiem získaným kultivací buněk rohovky byla využita i 

v jiných experimentech, které diferenciaci MSC na buňky exprimující znaky K3 a K12 

potvrdily (Nieto-Miguel et al. 2013). V jiné studii byly MSC kultivovány přímo se 

stromálními buňkami rohovky, i v tomto případě došlo k diferenciaci BM-MSC na 

buňky exprimující K12 (Jiang et al. 2010). Diferenciace BM-MSC na buňky rohovky 

byla zaznamenána i po jejich transplantaci na modelu alkalického poškození oka. MSC 

byly aplikovány na poškozený povrch oka potkanů prostřednictvím amniové membrány 

(Jiang et al. 2010, Rohaina et al. 2014) nebo fibrinového gelu (Gu et al. 2009). V obou 

případech došlo k diferenciaci MSC na buňky exprimující znaky rohovky a k ústupu 

neovaskularizace a regeneraci rohovky.  
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2.4.1.4.2 Inhibice zánětlivé reakce  

Schopnost diferenciace není jediná vlastnost MSC, která může být využita při 

léčbě poškození povrchu oka. MSC také mohou potlačit zánětlivé reakce probíhající 

v poškozeném oku a podpořit regeneraci rohovkového epitelu. Ma et al. prokázali po 

aplikaci lidských BM-MSC prostřednictvím amniové membrány na chemicky 

poškozené oko potkana snížení neovaskularizace a zánětu, ale nepozorovali diferenciaci 

BM-MSC na buňky exprimující znaky rohovky (Ma et al. 2006). Kromě fibrinového 

gelu a amniové membrány je MSC možné na povrch oka přenášet také prostřednictvím 

nanovlakenného nosiče. Bylo ukázáno, že i v tomto případě dochází k inhibici lokální 

zánětlivé reakce na povrchu oka (Zajicova et al. 2010).  

Dalším způsobem podání MSC je intravenózní aplikace, po podání jsou MSC 

schopné migrovat do místa poškození (Javorková et al. 2014) nebo také působit 

prostřednictvím produkované molekuly TSG-6 (Oh et al. 2012). Po intravenózním 

podání BM-MSC u myší byla pozorována inhibice časné fáze zánětu v chemicky 

poškozené rohovce, kde došlo ke snížení infiltrace rohovky buňkami imunitního 

systému a snížení produkce IL-1 a IL-6 (Javorkova et al. 2014). V jiné práci byly lidské 

MSC po intravenózním podání myším zachyceny v plicích, odkud přes molekulu TSG-6 

byly schopné inhibovat zánět a buňky imunitního systému v rohovkovém transplantátu 

a prodloužit tak přežívání štěpu (Oh et al. 2012). Aplikace BM-MSC po transplantaci 

alogenní rohovky také prodloužila přežití transplantátu na modelu potkana, kde došlo 

k inhibici prozánětlivé Th1 odpovědi a naopak ke zvýšení počtu Th2 a Treg buněk (Jia 

et al. 2012). V současné době probíhá klinická studie věnující se transplantaci MSC 

izolovaných z tukové tkáně (AD-MSC, adipose-derived mesenchymal stem cells) při 

onemocnění rohovky. Studie je rozdělena na 3 skupiny, kdy jedné skupině jsou 

transplantovány pouze AD-MSC, druhé samotný nosič a třetí nosič s AD-MSC. Účelem 

studie je zhodnotit bezpečnost a předběžnou účinnost transplantace AD-MSC 

(www.clinicaltrials.gov).   

2.4.2  Sítnice 

Sítnice se nachází na vnitřní straně oka a slouží ke zpracování světelných signálů. 

Světelný signál dopadá do oka skrz rohovku a dále pokračuje přes čočku až na sítnici. 

V sítnici se nachází deset rozdílných buněčných vrstev (Obr. 3). Jednou z nich je vrstva 

fotoreceptorů, které jsou zodpovědné za přeměnu světelné energie na nervový vzruch. 
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Tato informace je pomocí optického nervu předána dále do mozku. Jednotlivé vrstvy 

sítnice si mezi sebou předávají signály a vzájemně spolu komunikují. První 

nejvzdálenější vrstvou od sklivce jsou epiteliální pigmentové buňky (RPE), pak směrem 

ke sklivci následuje vrstva fotoreceptorů – tyčinek a čípků, zevní ohraničující 

membrána, zevní jádrová vrstva, zevní plexiformní vrstva, vnitřní vrstva jádrová 

s bipolárními, amakrinními a horizontálními buňkami, dále vnitřní plexiformní vrstva, 

vrstva gangliových buněk, vrstva nervových vláken a nakonec vnitřní ohraničující 

membrána (Alonso-Alonso and Srivastava 2015). Na povrchu sítnice můžeme nalézt 

slepou skvrnu neboli optický disk, což je místo, kde sítnici opouští optický nerv a naopak 

sem vstupuje cévní zásobení. Dalším důležitým místem sítnice je žlutá skvrna neboli 

makula, která je místem nejostřejšího vidění. Na udržení homeostáze sítnice a její 

imunologické privilegovanosti se podílí hematoretinální bariéra (BRB, blood retinal 

barrier), která je tvořena těsnými spoji mezi epiteliálními buňkami (Klassen et al. 2013).  

 

 

 Obrázek 3. Schéma uspořádání vrstev 

 buněk sítnice. Sítnice je složena z deseti 

 vrstev buněk - první vrstvou jsou epiteliální 

 pigmentové buňky (RPE), poté následuje 

 vrstva fotoreceptorů – tyčinek (R) a čípků (C), 

 zevní ohraničující membrána (ELM), zevní 

 jádrová vrstva (ONL), zevní plexiformní 

 vrstva (OPL), vnitřní vrstva jádrová (INL) 

 s bipolárními (B), amakrinními (Am, DA), 

 Müllerovými (M) a horizontálními (H) 

 buňkami, dále vnitřní plexiformní vrstva 

 (IPL), vrstva gangliových (G) buněk (GCL), 

 vrstva nervových vláken (NFL) a nakonec 

 vnitřní ohraničující membrána (ILM) 

 (převzato a upraveno ze Zheng et al. 2012). 

 

  



23 

 

2.4.2.1 Onemocnění sítnice 

Jednotlivé vrstvy buněk sítnice jsou navzájem propojeny a komunikují spolu. 

Poškození v jedné vrstvě buněk vede ke ztrátě propojení a následně ke ztrátě funkce 

sítnice. Onemocnění sítnice patří k závažným onemocněním, u kterých je důležitá 

včasná diagnóza. Postup degenerace sítnice je u některých onemocnění velmi rychlý a 

ztráta zraku je nevratná. Mezi nejčastější onemocnění můžeme zařadit diabetickou 

retinopatii, věkem podmíněnou makulární degeneraci, glaukom, odchlípení sítnice a 

z dědičných onemocnění například retinitis pigmentosa (Park et al. 2017).  

Diabetická retinopatie (DR) je onemocnění sítnice, při kterém je poškozeno její 

cévní zásobení a v pokročilém stádiu může vést až k nevratné ztrátě zraku, DR postihuje 

v pokročilé fázi cukrovky vysoké procento pacientů (Resnikoff et al. 2004). V počáteční 

fázi dochází k nepříznivým biochemickým procesům vedoucím ke změnám tlaku v oku 

a zeslabování stěn cév s tvorbou mikroaneurizmat v jejich stěnách. Dochází 

k nedostatečnému okysličování, což způsobuje odumírání buněk zajišťujících 

kontraktibilitu cév a také zvýšení propustnosti cévní stěny (Lorenzi and Gerhardinger 

2001). Následně vzniká vaskulární okluze, která zabraňuje dostatečnému vyživování a 

v důsledku toho zde dochází k hypoxii až ischemii. Tento proces je doprovázen produkcí 

angiogenního faktoru a tvorbou nových cév. U nově vzniklých cév dochází k rupturám 

a krvácení do sklivce, což společně s tvorbou fibrózních jizev vede k oslepnutí (Cheung 

et al. 2010).  

Věkem podmíněná makulární degenerace (VPMD) je multifaktoriální 

onemocnění, které je nejčastější příčinou ztráty zraku ve vyspělých zemích. Dochází 

k porušení žluté skvrny neboli makuly, která je zodpovědná za centrální a barevné 

vidění. VPMD se vyskytuje převážně u pacientů starších 50 let, kromě věku je rizikovým 

faktorem také nesprávná životospráva a genetická predispozice. Postupně s pokročilým 

věkem dochází k poklesu aktivity RPE buněk, fotoreceptory nejsou dostatečně 

vyživovány a dochází k hromadění odpadních látek v sítnici. Hromadění deposit 

v sítnici vede k odumření RPE buněk i fotoreceptorů (Ng et al. 2014; Nazari et al. 2015) 

(Obr. 4).  

Dalším onemocněním sítnice je glaukom, při kterém je jedním z rizikových 

faktorů vysoký nitrooční tlak. Během onemocnění dochází k postupnému odumírání 

gangliových buněk a jejich axonů tvořících optický nerv (Bull and Martin 2011; Cohen 

et al. 2014). Kromě výše zmíněných onemocnění jsou i dědičná degenerativní poškození 
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sítnice. Do této skupiny můžeme zařadit například onemocnění retinitis pigmentosa. 

Existuje celá řada forem tohoto onemocnění způsobená různými mutacemi, nejčastější 

je mutace způsobující poruchu tvorby rodopsinu. Nejdříve dochází k odumírání tyčinek 

na vnějším okraji sítnice, což způsobuje zhoršené vidění za šera. Později jsou ale 

zasaženy i čípky v centrální oblasti sítnice a postupně pomalu dochází k úplné ztrátě 

zraku. Účinná léčba tohoto onemocnění nyní neexistuje (Ng et al. 2014; Nash et al. 

2015). 

 

 

Obrázek 4. Poškození sítnice při VPMD. Při VPMD dochází k porušení struktury sítnice 

v místě makuly. Následkem hromadění depozit v sítnici (drusen) dochází k postupnému 

odumírání RPE buněk, fotoreceptorů a dalších buněk sítnice. V místě poškození jsou aktivovány 

makrofágy a integrita sítnice je narušena. Na obrázku A je znázorněn stav v počátečním stádiu 

VPMD, na obrázku B pak pokročilé stádium VPMD (převzato a upraveno z van Lookeren 

Campagne et al. 2014). 

2.4.2.2 Využití MSC v léčbě onemocnění sítnice 

V současné době pro řadu degenerativních onemocnění sítnice stále neexistuje 

účinná léčba nebo je léčba úspěšná pouze v počátečních stádiích onemocnění. Často je 

využíváno invazivních metod, kdy při jejich opakovaném použití může dojít 
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k poškození i zdravé tkáně sítnice. Perspektivu pro tato onemocnění představuje 

buněčná terapie založená na aplikaci kmenových buněk. MSC mají řadu vlastností, které 

je možné využít v léčbě degenerativních onemocnění sítnice. MSC jsou schopné 

diferenciace na buňky sítnice, produkují růstové a trofické faktory podporující 

regeneraci a v neposlední řadě jsou schopné inhibovat probíhající zánětlivou reakci 

v sítnici (Ding et al. 2017). 

2.4.2.2.1 Diferenciace MSC na buňky sítnice  

Sítnice je složena z deseti vrstev buněk, při poškození či odumření jednoho typu 

buněk dochází k porušení jejich propojení a následně ztrátě funkce. Bylo zjištěno, že 

MSC jsou schopné diferenciace na různé buňky sítnice – fotoreceptory (Kicic et al. 

2003; Castanheira et al. 2008; Yang et al. 2010; Huo et al. 2010; Nadri et al. 2013), RPE 

buňky (Vossmerbaeumer et al. 2009; Huo et al. 2010; Guan et al. 2013), bipolární buňky 

(Castanheira et al. 2008; Nadri et al. 2013) a další buněčné typy. MSC představují 

perspektivní buněčný typ vhodný pro nahrazení a regeneraci poškozených buněk sítnice.  

Diferenciace MSC na buňky sítnice in vitro je možná za použití synteticky 

připravených látek nebo společnou kultivací s buňkami sítnice. MSC izolované ze 

spojivky potkanů po kultivaci na nanovlákenných nosičích v přítomnosti taurinu 

exprimovaly znaky charakteristické pro fotoreceptory a bipolární buňky (Nadri et al. 

2013). Taurin spolu s aktivinem A a EGF byl použit k diferenciaci BM-MSC i v jiné 

studii. Buňky exprimovaly po 7 dnech kultivace v diferenciačním médiu znaky 

fotoreceptorů. Ve stejné studii bylo ukázáno, že BM-MSC jsou schopné také 

diferenciace in vivo. Po aplikaci BM-MSC do subretinálního prostoru došlo k integraci 

BM-MSC do sítnice a k expresi znaků typických pro fotoreceptory (Kicic et al. 2003). 

U laserem poškozené sítnice potkanů byla po transplantaci BM-MSC do sklivce 

pozorována diferenciace na buňky exprimující rodopsin jako znak fotoreceptorů a 

parvalbumin, který je typický pro bipolární a amakrinní buňky (Castanheira et al. 2008). 

Na potkaním modelu DR došlo po 4 týdnech od intravenózního podání lidských 

AD-MSC ke snížení hladiny glukózy v krvi. Dále byla pozorována diferenciace AD-

MSC na buňky exprimující znaky fotoreceptorů a astrocytů a již po 1 týdnu bylo 

zaznamenáno snížení poškození BRB oproti neléčeným jedincům (Yang et al. 2010). 

Na jiném modelu DR došlo po intravitreálním podání BM-MSC k integraci buněk do 

vnitřní části sítnice a diferenciaci na gliové buňky (Cerman et al. 2016).  
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Podobné výsledky byly ukázány i pro RPE buňky. Po destrukci RPE buněk a 

fotoreceptorů pomocí jodičnanu sodného v potkaním modelu retinitis pigmentosa se 

subretinálně aplikované BM-MSC diferencovaly na buňky exprimující znaky jak 

fotoreceptorů, tak RPE buněk (Huo et al. 2010). V jiné studii byly lidské BM-MSC in 

vitro kultivovány s lidskými RPE buňkami. Po 1 týdnu byly diferencované BM-MSC 

pozitivní na znaky typické pro fotoreceptory (Chiou et al. 2005). Dalším onemocněním 

s poškozením RPE buněk je VPMD. U potkanů s chemicky navozeným poškozením 

sítnice po subretinální aplikaci BM-MSC došlo k integraci MSC do sítnice a nahrazení 

poškozených RPE buněk (Guan et al. 2013).  

2.4.2.2.2 Parakrinní efekt MSC 

MSC produkují růstové a trofické faktory, z nichž některé mají neuroprotektivní 

charakter. Bylo ukázáno, že MSC jsou schopné snížit a regenerovat poškození sítnice 

také svým parakrinním působením, například přes produkci nervového růstového 

faktoru (NGF, nerve growth factor), mozkového neurotrofického faktoru (BDNF, brain-

derived neurotrophic factor), ciliárního neurotrofického faktoru (CNTF, ciliary 

neurotrophic factor), neurotrofického faktoru z gliální buněčné linie (GDNF, glial cell 

line derived neurotrophic factor), bFGF, IGF, PDGF, HGF a dalších (Meirelles et al. 

2009; Kolomeyer a Zarbin 2011; Park et al. 2017). MSC po aplikaci do oka podporují 

přežívání fotoreceptorů (Arnhold et al. 2007; Inoue et al. 2007), gangliových buněk (Na 

et al. 2009; Mead et al. 2016) a celkovou funkci sítnice.  

Na modelu glaukomu u potkanů bylo zjištěno, že MSC se po intravitreálním 

podání nediferencují v gangliové buňky, ale podporují jejich přežívání a to především 

produkcí řady trofických faktorů jako BDNF, GDNF, CNTF, HGF, bFGF (Yu et al. 

2006). Jiné výsledky ukázaly, že po aplikaci do oka se zvýšeným nitroočním tlakem 

pouze minimum injikovaných MSC migrovalo do gangliové vrstvy. Přesto ve srovnání 

s potkany, kterým nebyly aplikovány MSC, přežívalo v sítnici po injekci MSC více 

gangliových buněk. U injikovaných MSC byla zjištěna produkce bFGF, BDNF, CNTF 

a dalších neurotrofických faktorů, které podporovaly přežívání a regeneraci gangliových 

buněk v sítnici (Na et al. 2009). Na modelu glaukomu u potkanů byl také porovnán 

regenerativní efekt MSC izolovaných ze zubní dřeně, AD-MSC a BM-MSC. U očí 

léčených BM-MSC a MSC izolovaných ze zubní dřeně bylo zjištěno zvýšené přežívání 

gangliových buněk a obnova fungování sítnice na základě produkce PDGF a NGF 

(Mead et al. 2016). V in vitro pokusech se ukázalo, že BM-MSC kultivované 
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s gangliovými buňkami v hypoxickém prostředí jsou schopné potlačit jejich apoptózu 

(Yuan et al. 2016).   

Na myším modelu DR došlo po intravitreální aplikaci AD-MSC k zabránění ztráty 

gangliových buněk. Nebyla zde prokázána diferenciace MSC, ale došlo k nárůstu 

produkce NGF, GDNF a bFGF a potlačení oxidativního poškození (Ezquer et al. 2016). 

K poškození sítnice může dojít také prostřednictvím laseru nebo vystavení silnému 

světelnému zdroji. Po transplantaci BM-MSC do takto poškozené sítnice byla 

inhibována apoptóza fotoreceptorů a podpořena regenerace poničené sítnice, u MSC 

byla prokázána produkce BDNF (Zhang and Wang 2010). V jiným studiích bylo do 

poškozeného oka aplikováno pouze kondiciované médium získané po kultivaci 

BM-MSC v normálních podmínkách (Dreixler et al. 2014) nebo v hypoxickém prostředí 

(Roth et al 2016). V obou případech došlo ke zlepšení funkce ischemicky poškozené 

sítnice a k poklesu apoptózy sítnicových buněk. Neuroprotektivní efekt MSC byl 

pozorován také po aplikaci AD-MSC do oka s poškozenou sítnicí pomocí světla. 

Po studiu kondiciovaného média in vitro bylo zjištěno, že oproti kontrole obsahuje 

zvýšené množství progranulinu, který má neuroprotektivní efekt (Tsuruma et al. 2014). 

Také in vitro pokusy ukázaly, že kondiciované médium získané po kultivaci BM-MSC 

snížilo apoptózu fotoreceptorů (Inoue et al. 2007).  

2.4.2.2.3 Inhibice zánětlivé reakce  

Nežádoucí imunitní reakce v sítnici jsou potlačeny několika způsoby. Migraci 

buněk imunitního systému zabraňuje BRB a na buňkách sítnice jsou exprimovány 

inhibiční molekuly jako například cytotoxický T lymfocytární antigen 4 nebo PD-L1. 

K narušení imunitní rovnováhy uvnitř oka dochází při patologických stavech, příkladem 

může být glaukom, VPMD nebo DR. Ve všech případech dochází k produkci 

prozánětlivých cytokinů, chemokinů, narušení BRB a infiltraci buněk imunitního 

systému (Klassen et al. 2013; Perez and Caspi 2015). MSC jsou vzhledem ke svým 

imunomodulačním vlastnostem schopné inhibovat nežádoucí imunitní reakce 

probíhající v oku a podpořit tak regeneraci v poškozené sítnici.  

V in vitro pokusech bylo zjištěno, že při kultivaci BM-MSC a gangliových buněk 

poškozených peroxidem vodíku byla snížena produkce prozánětlivých cytokinů jako 

IL-1β a TNF-α produkovaných oxidativně poškozenými gangliovými buňkami a naopak 

byla zvýšena produkce neurotrofických faktorů jako BDNF a CNTF (Cui et al. 2016). 

Podobné výsledky in vivo byly ukázány jinou skupinou u potkanů se 
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světlem poškozenou sítnicí. Po aplikaci BM-MSC byla v sítnicích snížena produkce 

IL-1β a TNF-α oproti neléčeným poškozeným sítnicím. Transplantované MSC 

produkovaly neurotrofické faktory a inhibovaly apoptózu sítnicových buněk (Huang et 

al. 2013). Pokles produkce prozánětlivých cytokinů IL-1β, IL-6 a TNF-α byl prokázán i 

na modelu ischemie sítnice u potkanů po intravitreálním podání BM-MSC (Mathew et 

al. 2017). Po intravenózní aplikaci MSC potkanům s degenerací sítnice byla celkově 

zlepšena funkce sítnice a bylo zaznamenáno snížení počtu lymfocytů a monocytů v krvi 

(Bakondi et al. 2016).  

2.4.2.2.4 Způsoby aplikace MSC  

Při použití MSC pro terapeutické účely je potřeba vzít v úvahu také případné 

zamrazování MSC a jeho vliv na terapeutické vlastnosti MSC. Gramlich et al. ukázali, 

že kryoprezervace lidských MSC neměla vliv na imunomodulační vlastnosti, životnost 

a produkci růstových faktorů MSC. Po intraokulární aplikaci na myším modelu 

ischemického poškození sítnice došlo při použití zamrazených MSC ke zlepšení 

přežívání gangliových buněk (Gramlich et al. 2016).  

V preklinických studiích dochází nejčastěji k aplikaci MSC intravitreálně (Yang 

et al. 2010; Ezquer et al. 2016), subretinálně (Kicic et al. 2003; Inoue et al. 2007) nebo 

případně intravenózně (Yang et al. 2010; Bakondi et al. 2016) (Obr. 5). Mezi méně 

obvyklé cesty transplantace MSC patří retrobulbární aplikace nebo aplikace pod 

vazivový obal oka (Weiss et al. 2015). Byla také provedena transplantace MSC do tenké 

epiretinální vrstvy kolem sklivce, transplantované BM-MSC zajistily zvýšené přežívání 

fotoreceptorů a zachování funkce sítnice u potkanů s degenerativním poškozením sítnice 

(Tzameret et al. 2015).  
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Obrázek 5. Možnosti aplikace MSC do oka. MSC mohou být aplikovány do oka několika 

cestami, mezi nejčastější způsoby aplikace patří intravitreální, subretinální nebo intravenózní 

systémové podání MSC (převzato z Salehi et al. 2016). 

 

2.4.2.2.5 Přežívání a migrace MSC po aplikaci 

Otázkou zůstává, jak dlouho jsou MSC schopné v sítnici přežívat a zda zůstávají 

pouze v místě poškození nebo migrují i do dalších tkání. Lidské AD-MSC se po 

intravitreální aplikaci integrovaly do různých vrstev sítnice potkana a přežívaly tam až 

po dobu 6 měsíců, některé fluorescenčně označené MSC ale překročily BRB a byly 

nalezeny například ve slezině (Haddad-Mashadrizeh et al. 2013). Na druhé straně 

v jiných studiích nebyl průnik MSC přes BRB po intravitreální aplikaci do oka 

pozorován (Velandia et al. 2017). Na modelu glaukomu u potkana byla porovnávána 

intravitreální a intravenózní aplikace BM-MSC. Po intravitreálním podání BM-MSC 

přežívaly v oku minimálně po dobu 5 týdnů, po této době byla většina MSC nalezena ve 

sklivci a malá část v sítnici. Naopak po intravenózním podání BM-MSC do poškozeného 

oka nemigrovaly a na progresi glaukomu neměly žádný pozitivní vliv (Johnson et al. 

2010). Po intravitreální aplikaci lidských AD-MSC myším s DR byla po 7 dnech od 

aplikace většina AD-MSC nalezena v těsné blízkosti cévního zásobení sítnice, u myší 

bez indukované DR byl výskyt AD-MSC v oblasti kapilár menší (Rajashekhar et al. 

2014).  
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2.4.2.2.6 Klinické studie  

V jedné z klinických studií zaměřených na léčbu pacientů s pokročilým 

onemocněním retinitis pigmentosa bylo intravitreálně aplikováno 106 BM-MSC 

v 0,1 ml. U dvou ze tří pacienů po aplikaci bylo dočasně zlepšeno vnímání světla, 

u třetího pacienta došlo po transplantaci MSC k fibróze, odchlípení sítnice a 

neovaskularizaci duhovky (Satarian et al. 2017). U další klinické studie zaměřené na 

pacienty s VPMD bylo popsáno, že u obou pacientů došlo po aplikaci BM-MSC 

k zlepšení zrakové ostrosti, ale po 6 měsících se u jednoho z nich zraková ostrost 

zhoršila zpět na původní hodnoty (Park et al. 2015). Na druhé straně výsledky jiné 

klinické studie ukázaly, že po aplikaci MSC u pacienta s optickou neuropatií a 

poškozením zraku došlo k zlepšení zrakové ostrosti u obou očí. BM-MSC byly 

aplikovány do jednoho oka spolu s vitreoktomií a do druhého oka byly injikovány 

retrobulbárně, intravitreálně a pod vazivové pouzdro oka (Weiss et al. 2015). 

V současné době probíhá 5 klinických studií věnujících se léčbě poškozené sítnice, 

3 na aplikaci BM-MSC, 1 na aplikaci AD-MSC a 1 na aplikaci exosomů z MSC 

izolovaných z pupečníku. Všechny studie jsou ve fázi 1-2, kdy se jedná o studium 

bezpečnosti použití MSC. Studie jsou zaměřeny na pacienty s ischemickým poškozením 

sítnice, retinitis pigmentosa, VPMD, DR a další poškození sítnice. Studie zabývající se 

aplikací exosomů MSC izolovaných z pupečníku je zaměřena na léčbu makulárních děr. 

Ve všech případech kromě aplikace exosomů jsou používány autologní MSC, které jsou 

intravitreálně aplikovány do oka pacienta, jen v případě jedné studie jsou MSC 

aplikovány kombinací několika metod (www.clinicaltrials.gov). 
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3 Cíle práce 

 Cílem projektu je studium imunomodulačních, trofických a diferenciačních 

vlastností a mechanismů MSC v zánětlivém prostředí a jejich využití v léčbě 

poškozeného povrchu oka a degenerativních onemocnění sítnice. 

 Analyzovat mechanismus imunomodulačního působení MSC na 

B lymfocyty. 

MSC jsou schopné potlačit proliferaci a funkci B buněk a naopak podporují vývoj 

imunitních buněk regulačním směrem. Bude studován vliv MSC na produkci IL-10 

stimulovanými B buňkami a stanoven mechanismus imunomodulačního působení MSC. 

 Stanovit vliv cytokinů na imunomodulační a diferenciační vlastnosti MSC. 

Pro aktivaci MSC je potřeba stimul v podobě zánětlivých cytokinů. Bude studován vliv 

cytokinů na expresi imunomodulačních molekul a trofických faktorů a na proces 

diferenciace MSC na buňky exprimující znaky sítnice. 

 Studovat možnosti diferenciace MSC na buňky exprimující znaky sítnice. 

MSC se mohou diferencovat na řadu buněčných typů. Bude analyzována schopnost 

MSC diferencovat se na buňky exprimující znaky sítnice. MSC budou kultivovány in 

vitro spolu s extraktem ze sítnic a supernatantem ze stimulovaných splenocytů 

simulujících zánětlivé prostředí poškozené sítnice.  

 Porovnat terapeutický potenciál MSC a LSC při léčbě poškození povrchu 

oka. 

MSC mají řadu podobných vlastností jako LSC, nabízí se tedy možnost jejich využití 

v případech, kdy nemohou být použity LSC. Terapeutický potenciál MSC z kostní dřeně 

a tukové tkáně bude porovnán s LSC na modelu chemicky poškozeného povrchu oka. 

Po aplikaci buněk na nanovlákenných nosičích bude sledován proces reepitelizace, 

neovaskularizace a potlačení lokální zánětlivé reakce. 

 Studovat schopnost MSC produkovat trofické a růstové faktory a inhibovat 

zánětlivé reakce v sítnici. 
Při regeneraci poškozené sítnice hrají důležitou roli trofické a růstové faktory. Bude 

sledována jejich exprese v prostředí simulující zánětlivé prostředí v poškozené sítnici. 

Dále bude studován vliv MSC na produkci prozánětlivých cytokinů v kultuře 

s explantáty sítnic. 
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5 Výsledky 

5.1 Inhibice produkce IL-10 aktivovanými B buňkami pomocí IFN-γ 

stimulovaných mezenchymálních kmenových buněk přes dráhu 

cyklooxygenázy-2 závislou na buněčném kontaktu 

Barbora Heřmánková, Alena Zajícová, Eliška Javorková, Milada Chudičková, Peter 

Trošan, Michaela Hájková, Magdaléna Krulová a Vladimír Holáň 

Immunobiology 2015;221,129-136 

Imunoregulační vlastnosti MSC byly popsány v různých modelech in vitro a in vivo. 

Kromě toho byla nedávno popsána populace Breg buněk, které produkují relativně 

vysoké koncentrace IL-10. V této práci jsme studovali vztah mezi MSC a Breg buňkami, 

analyzovali jsme účinky MSC na produkci IL-10 myšími B buňkami aktivovanými 

lipopolysacaridem (LPS). Produkce IL-10 B buňkami zůstala zachována v přítomnosti 

MSC a byla dokonce významně zvýšena působením IFN-γ. Produkce IL-10 však byla 

silně inhibována v kulturách obsahujících MSC a IFN-γ dohromady. Preinkubace MSC, 

ale ne B buněk, s IFN-γ indukovala potlačení sekrece IL-10 v kulturách obsahujících 

MSC a B buňky. Supernatanty z MSC stimulovaných IFN-γ neměly žádný inhibiční 

účinek a při oddělení buněk semipermeabilní membránou také nebylo pozorováno 

potlačení produkce IL-10. Analýza genové exprese MSC ovlivněných IFN-γ nebo IFN-γ 

a LPS odhalila silné zvýšení exprese genů pro IDO, COX-2 a PD-L1. V případě inhibice 

aktivity IDO nebo neutralizační monoklonální protilátky anti-PD-L1 nedošlo ke zrušení 

suprese IL-10. Na druhé straně indometacin, inhibitor COX-2, zcela inhiboval pokles 

produkce IL-10 zprostředkované MSC. Pro potvrzení byla produkce IL-10 B buňkami 

snížena také exogenním PGE2. Výsledky ukazují, že MSC ovlivněné IFN-γ inhibují 

produkci IL-10 aktivovanými B buňkami mechanizmem, který je závislý na buněčném 

kontaktu a je zprostředkován přes dráhu COX-2. 

Můj podíl na publikaci:  

experimentální část (separace a kultivace MSC, separace a kultivace B buněk, real-time 

PCR, cytometrická analýza), analýza a interpretace výsledků, psaní manuskriptu 
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5.2 Srovnání terapeutického potenciálu mezenchymálních kmenových 
buněk a limbálních kmenových buněk pro regeneraci poškozeného 

povrchu oka. 

Vladimír Holáň, Peter Trošan, Čestmír Čejka, Eliška Javorková, Alena Zajícová, 

Barbora Heřmánková, Milada Chudičková a Jitka Čejková 

Stem Cells Trans Med. 2015;4,1052-1063 

Léčba založená na kmenových buňkách je slibným prostředkem pro léčbu těžkých 

poranění nebo dosud neléčitelných onemocnění. Použití kmenových buněk je však často 

omezeno nedostatkem dostupných tkáňově specifických kmenových buněk, proto se 

hledají a testují další možné zdroje kmenových buněk. V tomto ohledu se ukázalo, že 

MSC jsou slibným kandidátem. V této studii jsme připravili BM-MSC, AD-MSC a LSC 

a porovnávali jsme jejich růst, diferenciaci a sekreční vlastnosti. Buňky byly pěstovány 

na nanovlákenných nosičích a přeneseny na chemicky poškozené oko králíků, kde byl 

studován jejich terapeutický potenciál. Zjistili jsme, že BM-MSC a tkáňově specifické 

LSC měly podobné terapeutické účinky. Proces hojení, hodnocení tloušťky rohovky, 

reepitelizace, neovaskularizace a inhibice lokální zánětlivé reakce byly srovnatelné u očí 

ošetřených BM-MSC a LSC. Výsledky byly významně lepší u očí s aplikovanými BM-

MSC nebo LSC než u neléčených očí nebo očí ošetřených jen samotným 

nanovlákenným nosičem nebo nanovlákenným nosičem s AD-MSC. Výsledky ukazují, 

že terapeutický účinek BM-MSC na hojení poškozeného povrchu rohovky je 

srovnatelný s terapeutickým účinkem tkáňově specifických LSC. Z toho vyplývá, že 

BM-MSCs by mohly být použity pro regeneraci očního povrchu v případech, kdy 

autologní LSC chybí nebo je obtížné je získat.  

Můj podíl na publikaci: 

experimentální část (separace a kultivace MSC a LSC, real-time PCR), analýza výsledků 
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5.3 Perspektivy využití kmenových buněk pro léčbu věkem podmíněných 
degenerativních onemocnění sítnice. 

Vladimir Holáň, Barbora Heřmánková a Jan Kossl 

Cell Transplant. 2017;26,1538-1541 

Degenerativní onemocnění sítnice, například věkem podmíněná makulární degenerace, 

retinitis pigmentosa, diabetická retinopatie nebo glaukom, postihují převážně starší 

populaci a jsou nejčastější příčinou snížené kvality zraku nebo dokonce slepoty. 

V současné době neexistuje žádná úspěšná metoda, která by pomohla k prevenci, 

zastavení nebo léčbě těchto poruch. Velkou naději pro pacienty trpícími onemocněním 

sítnice je terapie založená na kmenových buňkách, která může nahradit nemocné nebo 

chybějící buňky sítnice a podporovat regeneraci. V tomto ohledu se ukázalo, že MSC 

jsou pro léčbu slibným typem kmenových buněk. Je možné je získat od konkrétního 

pacienta a použít jako autologní buňky. Zde ukazujeme, že MSC se mohou diferencovat 

na buňky exprimující znaky buněk sítnice, inhibovat produkci prozánětlivých cytokinů 

a produkovat řadu růstových a neuroprotektivních faktorů důležitých pro regeneraci 

sítnice. Všechny tyto vlastnosti činí MSC perspektivním kandidátem pro buněčnou 

terapii věkem podmíněných degenerativních onemocnění sítnice. 

 

Můj podíl na publikaci: 

experimentální část (příprava diferenciačního protokolu, real-time PCR) 
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5.4 Identifikace interferonu-γ jako klíčového podpůrného faktoru pro 
diferenciaci myších mezenchymálních kmenových buněk na buňky 
sítnice. 

Barbora Heřmánková, Jan Kossl, Eliška Javorková, Pavla Boháčová, Michaela 

Hájková, Alena Zájícová, Magdaléna Krulová a Vladimír Holáň 

Stem Cells Dev. 2017;26,1399-1408 

Onemocnění sítnice představují hlavní příčinu snížené kvality zraku a slepoty po celém 

světě. Ztráta buněk sítnice způsobuje její nevratné poškození, pro většinu 

degenerativních onemocnění sítnice není v současné době k dispozici žádná účinná 

léčba. Slibným přístupem pro léčbu poruch sítnice je terapie na bázi kmenových buněk. 

Perspektivními kandidáty jsou MSC, které se mohou diferencovat na řadu buněčných 

typů a produkovat různé trofické a růstové faktory. V této studii jsme ukázali potenciál 

myších MSC izolovaných z kostní dřeně diferencovat se na buňky exprimující znaky 

buněk sítnice a identifikovali jsme klíčovou roli IFN-γ v diferenciačním procesu. MSC 

byly kultivovány po dobu 7 dní se sítnicovým extraktem a supernatantem ze splenocytů 

stimulovaných konkanavalinem A, který simuloval zánětlivé prostředí při poškození 

sítnice. MSC kultivované v takových podmínkách diferencovaly na buňky exprimující 

znaky buněk sítnice, jako je rodopsin, S antigen, protein vázající retinaldehyd, calbindin 

2, rekoverin a RPE-65. Pro identifikaci klíčové molekuly obsažené v supernatantech z 

aktivovaných buněk sleziny byly MSC kultivovány se sítnicovým extraktem v 

přítomnosti různých cytokinů T buněk. Exprese znaků sítnice byla zvýšena pouze v 

přítomnosti IFN-γ a pomocný efekt supernatantu ze slezinných buněk byl zrušen 

neutralizační protilátkou anti-IFN-γ. Kromě toho byly diferencované MSC schopny 

exprimovat řadu neurotrofických faktorů, které jsou důležité pro regeneraci sítnice. 

Výsledky ukazují, že MSC se mohou diferencovat na buňky exprimující znaky buněk 

sítnice a že tento diferenciační proces je podporován IFN-γ. 

Můj podíl na publikaci: 

experimentální část (separace a kultivace MSC, příprava diferenciačního protokolu, 

real-time PCR, cytometrická analýza), analýza a interpretace výsledků, psaní 

manuskriptu 
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6 Diskuze 

MSC mohou na základě svých imunomodulačních vlastností inhibovat řadu funkcí 

buněk imunitního systému. Bylo prokázáno, že MSC podporují diferenciaci buněk 

imunitního systému na protizánětlivé a regulační populace. MSC produkují TGF-β, 

který podporuje vývoj Treg buněk. Pokud se T buňky vyskytují v prostředí TGF-β a 

IL-6, dochází k vývoji Th17 buněk (Bettelli et al. 2006; Svobodova et al. 2012). Další 

z regulačních populací jsou Breg buňky, které produkují IL-10. Vývoj Breg buněk je 

ovlivňován cytokinovým prostředím, cytokiny IFN-γ a IL-12 podporují vývoj B buněk 

regulačním směrem. Naopak IL-21 a TGF-β vývoj Breg buněk inhibují (Yoshizaki et al. 

2012; Holan et al. 2014).  

V této práci jsme se zaměřili na studium vlivu MSC na Breg buňky a jejich 

produkci IL-10. Zjistili jsme, že nestimulované MSC nemají na produkci IL-10 

B buňkami významný vliv. Pokud byl do kultury k MSC a B buňkám přidán IFN-γ, 

došlo k výraznému poklesu produkce IL-10 B buňkami, na rozdíl od kultur pouze se 

stimulovanými B buňkami a IFN-γ. Prokázali jsme, že po preinkubaci MSC s IFN-γ byla 

produkce IL-10 B buňkami snížena a naopak preinkubace B buněk s IFN-γ neměla na 

produkci IL-10 žádný vliv. V jiných studiích bylo zjištěno, že MSC působí na buňky 

imunitního systému jak přímým buněčným kontaktem, tak prostřednictvím solubilních 

molekul (Lee and Song 2017). K prokázání, zda se v našem modelu jedná o 

mechanismus založený na buněčném kontaktu nebo na produkci imunomodulačních 

molekul, byly B buňky kultivovány s MSC oddělené semipermeabilní membránou nebo 

se supernatantem získaným po kultivaci MSC. Separace B buněk a MSC pomocí 

semipermeabilní membrány vedla ke ztrátě inhibice produkce IL-10, naopak supernatant 

získaný po kultivaci MSC s IFN-γ neměl na produkci IL-10 supresivní vliv. Z toho 

vyplývá, že MSC v tomto případě ke snížení produkce IL-10 B buňkami potřebují 

buněčný kontakt.  

Na základě poznatků o genové expresi u MSC ovlivněných IFN-γ a/nebo LPS 

jsme vybrali tři molekuly se zvýšenou hladinou exprese, které by mohly v inhibici 

produkce IL-10 u B buněk hrát roli. První molekulou byl povrchový PD-L1, u kterého 

bylo prokázáno, že zprostředkovává inhibici aktivace a proliferace T i B buněk (Augello 

et al. 2005; Davies et al. 2017). Další molekulou byla COX-2, která se spolu se svým 

produktem PGE2 uplatňuje v potlačení funkce buněk imunitního systému a navození 
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regulačního fenotypu (English et al. 2009; Duffy et al. 2011). Poslední molekulou se 

zvýšenou expresí u stimulovaných MSC byla IDO snižující aktivitu buněk imunitního 

systému na základě rozkladu tryptofanu (Ge et al. 2010). Do kultury stimulovaných 

B buněk s MSC a IFN-γ byly přidány následující inhibitory – indometacin pro inhibici 

COX-2, 1-metyl-D-tryptofan jako inhibitor IDO a anti-PD-L1 protilátka pro blokaci 

PD-L1. Zjistili jsme, že v kultuře s indometacinem nebyla snížena produkce IL-10, 

v ostatních případech zůstala suprese produkce IL-10 nezměněna. Zapojení dráhy 

COX-2 do inhibice bylo potvrzeno přidáním PGE2 v různých koncentracích do kultury, 

v závislosti na použité koncentraci došlo ke snížení produkce IL-10. Podobné výsledky 

byly prokázány i u jiných buněk imunitního systému, MSC jsou prostřednictvím dráhy 

COX-2 a PGE2 schopné potlačit diferenciaci T buněk na Th17 (Duffy et al. 2011), 

naopak indukovat vznik Treg buněk (English et al. 2009), snížit aktivitu CD8+ T buněk 

(Li et al. 2014), inhibovat aktivitu NK buněk (Spaggiari et al. 2008; Galland et al. 2017). 

Zároveň bylo zjištěno, že je v tomto případě mezi MSC a buňkami imunitního systému 

potřebný buněčný kontakt (Duffy et al. 2011; English et al. 2009). To může být 

způsobeno nezbytností velké koncentrace PGE2, která se nachází pouze v těsné blízkosti 

MSC. V naší studii jsme ukázali, že k potlačení produkce IL-10 B buňkami dochází až 

ve vysokých koncentracích PGE2 dodaného do kultury.   

V další části projektu jsme se zaměřili na možnost využití imunomodulačních, 

diferenciačních a regenerativních vlastností MSC v léčbě onemocnění oka. Mezi 

nejčastější onemocnění oka vedoucí až ke ztrátě zraku patří poškození rohovky nebo 

onemocnění sítnice. Při poškození povrchu oka je regenerace rohovkového epitelu 

zprostředkována LSC, které se diferencují na buňky rohovky. Pokud je ovšem zasažen 

i limbus, mohou být LSC získány ze zdravého oka a transplantovány na poškozený 

povrch. V několika studiích byla prokázána úspěšná regenerace rohovky po 

transplantaci LSC na poškozený povrch oka (Zajicova et al. 2010; Marchini et al. 2011; 

Basu et al. 2012). Transplantace autologních LSC se nedá využít ve všech případech 

poškození povrchu oka, problém nastává například při oboustranné LSCD. Při využití 

alogenních LSC je riziko odhojení, proto musí být podávány imunosupresivní látky, 

jejichž užívání je spojeno s řadou nežádoucích efektů (Dua and Azuara-Blanco 1999; 

Pauklin et al. 2010).  

Vzhledem ke svým vlastnostem představují MSC vhodnou alternativu pro 

transplantaci na poškozený povrch oka. Proto jsme se rozhodli porovnat na králičím 

modelu poškozeného povrchu oka terapeutický potenciál a vlastnosti LSC, AD-MSC a 
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BM-MSC. Povrch oka byl chemicky poleptán a buňky byly na povrch oka 

transplantovány na nanovlákenném nosiči. V takto poškozené rohovce došlo k infiltraci 

buněk imunitního systému, zvýšení apoptózy, neovaskularizaci a zhoršení průhlednosti 

rohovky. Všechny tyto parametry byly u očí léčených kmenovými buňkami zlepšeny, 

vyšší regenerace rohovky byla pozorována u očí s aplikovanými BM-MSC nebo LSC 

než u neléčených očí nebo očí se samotným nanovlákenným nosičem nebo 

nanovlákenným nosičem s AD-MSC.   

Z výsledků vyplývá, že BM-MSC mají srovnatelný potenciál v léčbě poškozeného 

povrchu oka jako tkáňově specifické LSC. Existuje řada studií, které prokázaly 

diferenciaci MSC na buňky rohovkového epitelu (Gu et al. 2009; Rohaina et al. 2014). 

Jiné studie poukázaly na produkci růstových a trofických faktorů u MSC hrajících 

v procesu regenerace rohovky důležitou roli (Ma and Chan 2006; Oh et al. 2009). Kromě 

toho jsou MSC také schopné potlačit zánětlivé reakce probíhající v poškozené rohovce 

a tím podpořit proces hojení (Jia et al. 2012; Cejkova et al. 2013; Javorkova et al. 2014).  

MSC mají uplatnění i v léčbě poškozené sítnice, v současné době pro některá 

onemocnění sítnice stále neexistuje účinná léčba. Degenerativní onemocnění sítnice jsou 

často spojeny se ztrátou specializovaných buněk v sítnici. Bylo ukázáno, že MSC se 

mohou diferencovat na různé druhy buněk sítnice (Salehi et al. 2017). V in vitro 

pokusech byly MSC diferencovány na buňky sítnice v diferenciačním médiu 

obsahujícím taurin (Nadri et al. 2013) nebo taurin, aktivin A a EGF (Kicic et al. 2003).  

MSC se po transplantaci do oka s onemocněním sítnice nachází v zánětlivém 

prostředí, kde je velké množství poškozených buněk sítnice. Zajímalo nás, jaký efekt 

bude mít toto prostředí na diferenciační vlastnosti a produkci trofických faktorů MSC. 

Zánětlivé prostředí poškozené sítnice jsme simulovali extraktem připraveným ze sítnic 

a supernatantem získaným po kultivaci stimulovaných lymfocytů. Po 7 dnech kultivace 

v tomto prostředí MSC exprimovaly markery typické pro různé buňky v sítnici 

(fotoreceptory, bipolární buňky, horizontální buňky, Müllerovy buňky a RPE buňky). 

Při degenerativním onemocnění sítnice často dochází k odumření více typů buněk 

najednou, proto je použití MSC pro jejich náhradu vhodným řešením. V jiných studiích 

bylo prokázáno, že MSC jsou schopné diferenciace na fotoreceptory (Kicic et al. 2003; 

Yang et al. 2010; Nadri et al. 2013), bipolární buňky (Castanheira et al. 2008; Nadri et 

al. 2013), amakrinní buňky (Castanheira et al. 2008), RPE buňky (Vossmerbaeumer et 

al. 2009) a další. V našem modelu byla největší exprese naměřena pro gen Rho, který je 

typickým znakem fotoreceptorů.  
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Při studiu diferenciace MSC jsme prokázali, že MSC exprimují více Rho 

v prostředí s extraktem ze sítnic a supernatantem než v kultuře pouze se sítnicovým 

extraktem. Jak bylo ukázáno dříve, MSC ke své aktivaci a produkci inducibilních 

molekul potřebují stimul, například IFN-γ, TNF-α nebo IL-1β (English et al. 2007; 

Javorková et al. 2014; Gao et al. 2016). Zajímalo nás, která konkrétní molekula obsažená 

v supernatantu je za zvýšení diferenciace zodpovědná. Po diferenciaci MSC s extraktem 

ze sítnic a supernatanty získanými po kultivaci T buněk, B buněk a makrofágů bylo 

zjištěno, že ke zvýšené expresi genu Rho dochází pouze při použití supernatantu 

získaného po kultivaci T buněk. Na základě tohoto výsledku jsme diferencovali MSC 

s extraktem ze sítnic spolu s různými cytokiny produkovanými T buňkami a sítnicovým 

extraktem. Exprese Rho byla zvýšena pouze v kultuře s IFN-γ. Pro potvrzení byla 

k supernatantu přidána neutralizační protilátka anti-IFN-γ a u MSC diferencovaných 

v přítomnosti tothoto supernatantu a extraktu ze sítnic byla exprese Rho signifikantně 

snížena. Zjistili jsme, že v procesu diferenciace MSC na buňky exprimující znaky sítnice 

hraje IFN-γ spolu s extraktem ze sítnic důležitou roli. Podobné výsledky byly zjištěny i 

v jiných studiích, kde přítomnost IFN-γ podporovala diferenciaci na nervové buňky 

(Wong et al. 2004; Croitoru-Lamoury et al. 2011), ale naopak inhibovala diferenciaci na 

adipocyty a osteocyty (Croitoru-Lamoury et al. 2011).  

Vedle schopnosti diferenciace MSC také produkují neurotrofické faktory jako 

například NGF, BDNF, GDNF, CNTF, IGF, bFGF a další (Meirelles et al. 2009; 

Kolomeyer and Zarbin 2011; Park et al. 2017). Prokázali jsme, že po diferenciaci na 

buňky exprimující znaky sítnice produkují MSC zvýšené množství NGF, GDNF, TGF-

β a IL-6. Podobné výsledky zjistili Xu et al., kdy MSC v prostředí supernatantu 

získaného po kultivaci světlem poškozených buněk sítnice produkovaly zvýšené 

množství neurotrofických faktorů (Xu et al. 2013). Produkce neurotrofických faktorů 

MSC podporuje regeneraci buněk sítnice a potlačuje jejich apoptózu (Yu et al. 2006; 

Inoue et al. 2007; Na et al. 2009). Vliv neurotrofických faktorů v médiu po kultivaci 

MSC byl prokázán aplikací tohoto média bez MSC do oka s poškozenou sítnicí. Po 

aplikaci došlo k potlačení apoptózy a zvýšenému přežívání buněk sítnice (Dreixler et al. 

2014; Roth et al. 2016).  

V léčbě onemocnění sítnice se mohou MSC uplatňovat také svými 

imunomodulačními vlastnostmi. V in vitro modelu jsme zjistili, že po kultivaci MSC 

s explantáty sítnic v zánětlivém prostředí došlo ke snížení exprese prozánětlivých 

molekul. Cui et al. po kultivaci MSC a poškozených gangliových buněk prokázali u 
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gangliových buněk snížení produkce prozánětlivých cytokinů IL-1β a TNF-α (Cui et al. 

2016). Podobné výsledky byly zjištěny in vivo, kde po trasnplantaci MSC do oka se 

světelně poškozenou sítnicí, byla také snížena produkce IL-1β a TNF-α u buněk sítnice 

(Huang et al. 2013). Snížení prozánětlivých cytokinů po intravitreální aplikaci MSC 

bylo pozorováno také u ischemicky poškozené sítnice potkanů (Mathew et al. 2017). 

MSC vzhledem ke svým vlastnostem představují vhodné kandidáty pro léčbu 

onemocnění sítnice i poškozené rohovky. Při studiu imunomodulačních vlastností MSC 

jsme ukázali, že inhibují produkci IL-10 B buňkami a v in vitro modelu poškození 

sítnice snižují produkci prozánětlivých cytokinů v sítnici. MSC jsou schopné 

diferenciace na buňky exprimující znaky buněk sítnice a také produkují řadu trofických 

faktorů. V neposlední řadě jsme prokázali, že při léčbě poškozeného povrchu oka mají 

BM-MSC srovnatelný terapeutický potenciál jako tkáňově specifické LSC. 
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7 Závěry 

 Mechanismus imunomodulačního působení MSC na produkci IL-10 B 

buňkami 
MSC ovlivněné IFN-γ snižují produkci IL-10 B buňkami stimulovanými LPS. 

Inhibice produkce IL-10 je zprostředkována přes dráhu COX-2 a tento 

mechanismus je závislý na kontaktu mezi MSC a B buňkami. 

 

 Vliv IFN-γ na imunomodulační a diferenciační vlastnosti MSC 

IFN-γ zvyšuje u MSC expresi inducibilních imunomodulačních molekul – IDO, 

COX-2 a PD-L1 a zvyšuje schopnost diferenciace MSC na buňky exprimující 

znaky sítnice. 

 

 Diferenciace MSC na buňky exprimující znaky buněk sítnice 

MSC diferencují v prostředí simulujícím zánětlivé poškození sítnice na buňky 

exprimující znaky sítnice. Nejvyšší exprese byla zaznamenána pro gen Rho. Jako 

důležitý podpůrný faktor v procesu diferenciace byl identifikován IFN-γ. 

 

 Srovnání terapeutického potenciálu MSC a LSC při poškození povrchu oka 

Regenerace, neovaskularizace a inhibice zánětlivé reakce v poškozené rohovce 

bylo srovnatelné u očí, které byly ošetřeny LSC nebo BM-MSC. BM-MSC je 

možné použít při léčbě poškozeného povrchu oka v případech, kdy nemohou být 

využity LSC. 

 

 Produkce růstových a trofických faktorů MSC v zánětlivém prostředí 

sítnice 

MSC exprimují neurotrofické faktory a cytokiny, které se uplatňují v regeneraci 

poškozené sítnice. Zvýšená exprese těchto faktorů byla zaznamenána u MSC 

diferencovaných na buňky exprimující znaky buněk sítnice. 

 

 Inhibice prozánětlivých cytokinů při poškození sítnice 

MSC inhibovaly expresi prozánětlivého cytokinu IL-6 a molekuly iNOS 

v explantátech sítnic kultivovaných spolu s MSC in vitro.   
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