
Abstrakt

Ćıle: Deficit limbálńıch kmenových buněk (LSC) patř́ı mezi nejzávažněǰśı onemoc-
něńı povrchu oka. Ćılem dizertačńı práce bylo studium obnovy poškozeného
povrchu oka. Proto byla zavedena limbálńı transplantace v experimentálńım
myš́ım modelu. Byla provedena izolace LSC, přenos LSC a mesenchymálńıch
kmenových buněk (MSC) izolovaných z kostńı dřeně na nanovláknových nosič́ıch
na povrch poškozeného oka u myš́ı a u kráĺık̊u.

Materiály a metody: U myš́ı BALB/c byla provedena syngenńı, alogenńı a
xenogenńı limbálńı transplantace. Po transplantaci byla sledována doba přež́ıváńı
štěp̊u, imunitńı reakce a účinky monoklonálńıch protilátek (mAb) (anti-CD4 a
anti-CD8). Myš́ı LSC byly rozděleny pomoćı centrifugace na Percollovém gra-
dientu a následně byla provedena analýza povrchových znak̊u LSC pomoćı PCR
a pr̊utokové cytometrie. Na myš́ım a kráĺıč́ım modelu byly přenášeny LSC a MSC
pomoćı nanovláknových nosič̊u na poškozený povrch oka. Byl sledován in vitro
r̊ust buněk na nosič́ıch, pooperačńı zánětlivá reakce a přež́ıváńı buněk na povrchu
oka po přenosu nosič̊u.

Výsledky: K odhojeńı alogenńıch limbálńıch štěp̊u došlo promptně a v pr̊uběhu
rejekce převažovala Th1 imunitńı odpověď (IL-2, IFN-γ) mediovaná CD4+ buňkami
a NO produkovaným makrofágy. U xenotransplantát̊u převažovala Th1 i Th2
(produkce IL-2, IFN-γ, IL-4 a IL-10) imunitńı odpověď. Pomoćı anti-CD4 mono-
klonálńıch protilátek došlo k signifikatńımu prodloužeńı přež́ıváńı alogenńıch a
xenogenńıch štěp̊u. Frakce źıskané po izolaci z vrchńı (40% Percoll) a spodńı (80%
Percoll) vrstvy gradientu obsahovaly buňky s vysokou expreśı znak̊u kmenových
buněk a side-population fenotypu. Spodńı frakce obsahovala buňky s expreśı
znak̊u K12−/p63+ vykazuj́ıćı vlastnosti bĺıžš́ı kmenovým buňkám na rozd́ıl od
vrchńı frakce. Společný přenos LSC a MSC výrazně inhiboval zánětlivou reakci v
myš́ım modelu. Přenos MSC na nanovláknech u kráĺık̊u potlačil oxidativńı stres
rohovky zp̊usobený poleptáńım a podpořil proces hojeńı.

Závěr: U transplantace limbálńıch štěp̊u se neuplatňuje imunologická privilego-
vanost oka. Anti-CD4 monoklonálńı protilátky představuj́ı slibnou imunosupresi
u alotransplantát̊u. Pomoćı centrifugace na Percollovém gradientu lze źıskat
dvě odlǐsné populace buněk vykazuj́ıćı vlastnosti kmenových buňek, ze kterých
K12−/p63+ populace je bližš́ı k LSC. Nanovláknové nosiče jsou vhodné pro léčbu
poškozeného povrchu oka pomoćı LSC a MSC v experimentálńım modelu.
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