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ABSTRAKT 

 

Využití kontaktních čoček jako nosiče multipotentních mezenchymálních 

stromálních buněk pro regenerativní medicínské aplikace 

Regenerativní medicína je založená na transplantaci kmenových buněk do okolí 

poškozené tkáně. Tento moderní přístup by mohl nahradit transplantaci rohovky 

a zabránit tak komplikacím při operaci, nedostatku dárcovských tkání 

nebo při odmítnutí štěpu. Transplantované multipotentní mezenchymální stromální 

buňky (MSC) produkují velké množství látek, které mohou podporovat růst epitelu 

a snižují apoptózu rohovkových buněk. Cílem diplomové práce bylo zjištění postupů 

a metod pro využití MSC při aplikaci na kontaktní čočku v uzavřeném systému 

pro regenerativní medicínu. Nejprve bylo zvoleno Whartonovo želé (WJ) jako vhodný 

zdroj MSC na základě proliferační aktivity, citlivosti na stresové podmínky a sekrece 

růstového faktoru hepatocytů. Pro kryokonzervaci jsme použili lidský destičkový lyzát 

a porovnali jsme odlišné koncentrace DMSO. Zvolili jsme 5% koncentraci, protože 

neměla významné rozdíly s 10% koncentrací podle životaschopnosti a míry přežití 

buněk. Po provedení několika sériích experimentů jsme vybrali po experimentu Air 

Optix Aqua a Air Optix Astigmatism. Zjistili jsme, že na povrchu těchto kontaktních 

čoček dochází k adhezi, proliferaci a zachování metabolické aktivity. Následně jsme 

navrhli a vytiskly pomocí 3D tisku uzavřenou komoru pro nasazení a kultivaci 

kryokonzervovaných MSC na kontaktní čočku. Na závěr jsme potvrdili vhodnost 

navrženého systému. Naše výsledky mají velký potenciál pro další výzkum, pro široké 

využití MSC aplikovaných na kontaktní čočky Air Optix Aqua nebo Astigmatism jako 

metodu regenerativní medicíny v oftalmologii. 

Klíčová slova 

multipotentní mezenchymální stromální buňky, kontaktní čočky, kryokonzervace 

regenerace rohovky, uzavřený kultivační systém  

 

  



 

 

  

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The application of contact lenses as carriers of multipotent mesenchymal stromal 

cells for regenerative medicine applications 

Cell transplantation to the site of injury is one of the main strategy of regenerative 

medicine. This modern approach could reduce the need of cornea transplantation 

and prevent possible adverse effect during surgery, overcome low availability of donor 

tissue or graft rejection. Transplanted multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) 

produce the variety of molecules, which support the growth of epithelium and reduce 

the apoptosis of corneal cells. The aim of the work was to determine the strategies 

for the wide application of MSCs in ophthalmological regenerative medicine, by using 

the polymeric contact lenses and closed culture system. First, we have chosen 

the Wharton’s jelly (WJ) as a suitable source of MSC, basing on the proliferation 

activity, sensitivity to stress factors and secretion of hepatocyte growth factor. For cell 

cryopreservation we used human platelet lysate and compared different concentrations 

of DMSO. We choose the 5% of DMSO, since there were no significant differences 

in cell viability and recovery compared to 10% concentration. We have analysed 

the ability of a panel of contact lenses to provide the adhesion and growth of WJ-MSCs 

and choose Air Optix Aqua and Air Optix Astigmatism as a most promising. Cells 

preserved their metabolic activity and capacity to adhere and proliferate on the surface 

of the contact lenses. We further designed and printed using 3D printer the closed 

system for seeding and culturing of cryopreserved MSCs on the contact lenses as well 

as confirmed the suitability and promise of using the designed system. Overall, 

the obtained data allows to, provide ready-to-use availability of the cell-seeded contact 

lenses and opens new strategies for the wide application of multipotent mesenchymal 

stromal cells in ophthalmological regenerative medicine. 

Keywords 

multipotent mesenchymal stromal cells, contact lenses, cryopreservation, corneal 

regeneration, closed culture system 
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Seznam zkratek 
 

Zkratka Význam 

AB Test alamarBlue 

Ang-1 Angiopoietin-1 (cévní růstový faktor) 

APC Antigen prezentující buňka (antigen-presenting cell) 

BM Kostní dřeň (bone marrow) 

CCM Kompletním kultivační médium (complete culture medium) 

CD Povrchový antigen různých buněk (cluster of differentiation) 

CD105 Endoglin (transmembránový protein) marker pro mezenchymální kmenové 

buňky 

CD11b Diferenciační molekula 11b lidských neutrofilů 

CD14 Povrchový receptor monocytů a makrofágů  

CD142 Koagulační faktor III. destičkový tkáňový faktor 

CD19 Povrchový antigen B lymfocytů 

CD31 Adhezní molekula destičkových endoteliálních buněk (PECAM-1) 

CD34 Receptor lymfoidních a myeloidních progenitorových buněk 

CD4
 

Povrchový glykoprotein pomocných T lymfocytů 

CD45 Protein tyrosin fosfatáza (PTPCR) – panlymfocytární antigen 

CD73 Ektonukleotidáza CD73 (enzym) 

CD79a Antigen B lymfocytů 

Povrchový antigen cytotoxických t lymfocytů CD8 

CD80 Membránový protein buněk předkládajících antigen T lymfocytům 

CD86 Membránový protein buněk předkládajících antigen T lymfocytům 

CD90 Membránový protein (Thy-1) 

CPA Kryoprotektivní látky (Cryoprotective agents) 

DC Dendritická buňka (Dendritic cell) 

DMSO Dimethylsulfoxid (kryoprotektant)  

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctová (polyaminokarboxylová kyselina) 

EGF Epidermální růstový faktor (epidermal growth factor)  

FBS Fetální bovinní sérum (Fetal bovine serum)  

FDA Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (Food and Drug Administration)  

FGF-2 Základní fibroblastový růstový faktor (Fibroblast growth factor) 

Gal-1,3,9 Galectin 1, galectin 3, galectin 9 

GARP Glycoprotein A repetitions predominant 

HBSS Hankův vyvážený solný roztok (Hank's Balanced Salt Solution) 

HEMA Hydroxyethylmetakrylát 

HGF Růstový faktor hepatocytů (Hepatocyte growth factor) 

HLA 

HLA-DR 

Hlavní histokompatibilní komplex (Human Leucocyte Antigen) 

Lidský leukocytární antigen (buněčný povrchový receptor) receptor 

HLA-G Lidský leukocytární antigen G 

HLA-I Lidský leukocytární antigen (hlavním histokompatibilní systémem třídy I.) 

HLA-II Lidský leukocytární antigen (hlavním histokompatibilní systémem třídy II.) 

HO-1 Hemoxygenáza 1 

IDO Indolamin 2,3-dioxygenáza (enzym) 

IFN-γ Interferon gamma 

IGF-1 Inzulínový růstový faktor (insulin-like growth factor 1) 

IGFBP insulin-like growth factor-binding protein 
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IKEM Institut klinické a experimentální medicíny 

IL-10 Interleukin 10 

IL-12 Interleukin 12  

IL-6 Interleukin 6 (prozánětlivý cytokin) 

iNOS Indukovatelná syntáza oxidu dusnatého (Nitric oxide synthases) 

ISCT Mezinárodní společnost pro buněčnou a genovou terapii (International 

Society for Cell & Gene Therapy) 

KGF Růstový faktor keratocytů (Keratinocyte Growth factor) 

LIF Leukemický inhibiční faktor (Leukemia inhibitory factor) 

LSC Limbální kmenové buňky (Limbal stem cells) 

M1 Makrofág typu M1  

M2 Makrofág typu M2 

MSC Mezenchymální kmenové buňky (Mesenchymal stem cells) 

PBS Fosfátový pufr (Phosphate Buffered Saline) 

PBS-AA Antibioticko-antimykotickým roztok ve fosfátovém pufru 

PGE2 Prostaglandin E2 (tkáňový hormon) 

PI Proliferační index (Proliferation index) 

PL Destičkový lyzát (Platelet lysate) 

PLA Polymléčná kyselina (Polylactic acid) 

PMMA Polymethylmethakrylát 

RDF Relativní centrifugační síla (relative centrifugal force) 

RFU Relativní fluorescenční jednotka (relative fluorescence units) 

SEM Průměrná standartní chyba (standard error of the mean) 

SF Faktor rozptylu (Scatter factor) 

STL Formát souboru určený na 3D tisk (stereolithography) 

STR Míchací tankový reaktor (Stirred tank reactor) 

TCP Povrch plastové kultivační nádoby (tissue culture plastic) 

TGF-P Transformující růstový faktor p (transforming growth factor p) 

TGF-α Transformující růstový faktor alfa (transforming growth factor alfa) 

TGF-β1 Transformující růstový faktor beta 1 (transforming growth factor beta 1) 

Th1,Th2 Subpopulace pomocných Th lymfocytů CD4 (helper) 

TNF-α Faktor nádorové nekrózy alfa (Tumor necrosis factor alfa) 

TSG-6 Faktor nádorové nekrózy stimulovaný genem 6 (Tumor necrosis factor-

inducible gene 6)  

UC Pupečníková šňůra (umbilical cord) 

VEGF Cévní endoteliální růstový faktor (Vascular endothelial growth factor) 

WJ Whartonovo želé (Wharton´s jelly) 

α-MEM Buněčné kultivační medium (Minimum Essential Medium α) 
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1 Úvod 

Jednou z nejčastějších příčin zhoršeného vidění nebo slepoty je poškození rohovky 

[1]. Rohovka může být porušena při mechanickém poškození nebo z důvodu patologie 

oka [2]. Nejvýraznějším pokrokem v řešení neprůhlednosti očního povrchu byla 

transplantace rohovky, která se stala nejčastěji transplantovanou tkání na světě. 

Nedostatek dárcovských tkání a komplikace po operaci vyvolali snahu naleznout 

alternativní léčbu k transplantaci [3].  

Regenerativní medicína je založená na buněčné terapii, která transplantuje kmenové 

buňky do míst poškozené tkáně. V léčbě rohovky se mohou využít vlastní limbální 

kmenové buňky nebo v případě jejich nedostatku mesenchymální kmenové buňky, které 

mají podobné terapeutické účinky [1]. Transplantované mesenchymální kmenové buňky 

se nemohou stát epitelovými buňkami rohovky, ale uvolňují růstové faktory, 

chemokiny, cytokiny, enzymy a další molekuly [4,5]. Můžeme tedy v medicíně využít 

jejich trofické, antiproliferační, imunomodulační a protizánětlivé účinky [6,7,8].  

 Při buněčné terapii se využívají biokompatibilní materiály tvořící nosič na který se 

aplikují kmenové buňky. Biokompatibilních materiálů je velké množství a jsou stále 

v procesu výzkumu, důležitá je ale průhlednost a mechanická odolnost materiálu [3].  

V současné době používá více než 125 milionů lidí na celém světě kontaktní čočky. 

Materiál kontaktních čoček je nejčastěji založen na polymeru silikonhydrogelu a lze je 

využít nejen ke korekci vidění ale i pro dodání léčiva nebo pro krytí očního povrchu. 

Výhodou užití kontaktních čoček jako nosiče pro mesenchymální kmenové buňky je 

jednoduchost, sterilita materiálu, tvar, dostupnost, propustnost pro kyslík a vodu, nejsou 

toxické pro rohovku ani pro kmenové buňky a právě z těchto důvodu jsme se rozhodli 

pro nalezení vhodné kontaktní čočky jako nosiče kmenových buněk [9]. 

1.1 Přehled současného stavu 

Následující kapitola se bude věnovat vysvětlení vzniku poškození rohovky, užití 

regenerativní medicíny, popisu kmenových buněk se zaměřením na mesenchymální 

kmenové buňky a jejich vlastnosti, limbální kmenové buňky. Dále je vysvětlena 

problematika kryokonzervace, rozdělení biokompatibilních materiálu aplikovaných 

při defektech na rohovku a podrobně popsané kontaktní čočky. Závěrem této části jsou 

shrnuty dosavadní laboratorní a klinické studie.  
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1.1.1 Poškození rohovky  

Rohovka chrání povrch a vnitřní struktury oka, je průhledná a zcela bezcévná 

[2,3,10]. Rohovka se skládá z několika vrstev zahrnující epitel, Bowmanovu membránu, 

stroma, Descemetovu membránu a endotel. Epitel rohovky je jednotný a hladký, složen 

v centrální části z  5 – 7 vrstev buněk. Životnost epitelových buněk je 7 až 10 dní [3,10]. 

Světlo prochází rohovkou do sítnice a je přeměněno na elektrické impulzy, které 

pokračují až do mozku, kde se vytváří obraz [2].  

Na povrchu epitelu rohovky je slzný film, který může zakrývat nepatrné 

nepravidelnosti epitelu. Slzný film hydratuje oční povrch a současně je zdrojem kyslíku, 

imunoglobulinů, lysozymů, laktoferinů, α- a β-defenzinů. Skládá se ze tří částí 

a to ze zevní lipidové vrstvy, střední vodné vrstvy a mukózní vrstvy navazující přímo 

na epitel rohovky [10].  

Hojení poraněné rohovky je složitý a dynamický proces, který můžeme rozdělit 

na hemostázu, zánět, proliferaci buněk a remodelaci [3]. Obnovu epitelu rohovky 

zajišťují limbální kmenové buňky [11]. Rohovka je neustále vystavována vlivům 

vnějšího prostředí jako jsou infekce, poškození nebo patologie oka, kvůli kterým může 

docházet k neprůhlednosti rohovky a tím ke zhoršení zraku nebo i k slepotě [2]. 

Patologické stavy oka, ovlivňující povrch rohovky mohou být aniridie, mnohočetný 

endokrinní deficit, oční pemfigoid, Stevens-Johnsonův syndrom, opakované operace 

očí, mikrobiální infekce, chronické alergie, mechanické poškození, chemické popálení, 

poleptání rohovky a mnoho dalších [2,11].  

1.1.2 Regenerativní medicína 

Moderní zdravotní péče se v současné době zabývá stárnutím populace, rostoucí 

převahou chronických onemocnění omezující funkci orgánu, degeneraci tkání a hojení 

ran [12,13]. Nejdříve tyto problémy byly řešeny pomocí transplantace, kde vědecký 

průlom přinesla imunosuprese [12]. Regenerativní medicína ale hledá alternativu 

k transplantaci [4]. Regenerativní medicína usiluje o aplikaci výzkumu kmenových 

nebo progenitorových buněk v kombinaci s využitím biokompatibilních materiálů, 

s principy vývojové biologie s cílem regenerace buněk, tkání a orgánu de novo [12,13].  

Průběh regenerace poškozené tkáně ovlivňují tři faktory, kterými jsou dostupnost 

buněk, přítomnost růstových faktorů a vhodné biokompatibilní konstrukce (scaffoldy) 

[3]. Současně je i zapotřebí velkého počtu buněk, z toho důvodu může být problém 

s některými tkáňovými zdroji [14].  Pro pozitivní výsledky v regenerativní medicíně je 

potřeba spojit několik vědeckých znalostí jako jsou kultivace buněk v laboratoři, 

identifikace, charakterizace, diferenciace kmenových buněk, porozumění vývojové 

a molekulární biologie. Buněčná terapie funguje pomocí stimulace endogenní opravy 

prostřednictvím extracelulárních faktorů nebo diferenciací a funkční náhradou 
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endogenních buněčných typů, zahrnující implantaci kmenových buněk nebo infuzi 

k léčbě [12].  

Výsledkem použití regenerativní medicíny u léčby poškozené rohovky by bylo 

obnovení epitelu za pomoci transplantace různých typů kmenových buněk. Při použití 

mezenchymálních kmenových buněk bylo dosaženo povzbudivých výsledků, 

a proto v současné době dochází k intenzivnímu studiu regenerace a reparace epitelu 

rohovky [4]. V klinické praxi se ale regenerační medicína stále široce nepoužívá a to 

z důvodu regulací, logistiky a ekonomické náročnosti [13]. 

1.1.3 Kmenové buňky 

Kmenové buňky jsou definovány jako nediferencovaná populace buněk, které 

nemají žádné znaky konkrétní tkáně nebo orgánu ale mohou se samy neustále 

obnovovat [6,15]. Jejich úkolem je vytvoření základů jednotlivých tkání a orgánů, 

udržení jejich struktury a funkce. Z pohledu embryologie kmenové buňky vznikají 

v časných fázích ontogeneze a v organismu setrvávají až do dospělosti. V organismu 

nedochází ke spontánní diferenciaci kmenových buněk za běžných podmínek [15].  

Výsledkem buněčného dělení je schopnost sebeobnovy, kdy jsou dvě buňky zcela 

identické s buňkou mateřskou (symetrická mitóza, nedochází k diferenciaci buněk) 

nebo jedna buňka (asymetrická mitóza, druhá buňka se diferencuje) [16]. 

Pro identifikaci kmenových buněk byly povrchové markery shledány jako nedostatečné, 

protože předpokládané markery se nachází i na buňkách, které nejsou kmenové a záleží 

také na fázi kmenové buňky nebo na vnějších podmínkách. Povrchových markerů je 

velké množství, významné jsou pro charakterizaci kmenové buňky jako rozlišení 

izolované nebo kultivované buňky a pro porozumění potenciálních interakcí s ostatními 

buňkami a prostředím [17].  

Podle Schofieldovy hypotézy (1978) kmenová buňka sídlí v optimálním 

mikroprostředí, pocházející z francouzského slova „niche“ překládané jako nika, 

výklenek, uhnízdění, usazení. Po mitotickém dělení jedna z buněk zůstává uvnitř niky, 

zatímco dceřiná buňka je nasměrována pryč a dochází tak k diferenciaci [6,15]. 

Kmenové buňky mohou být přijaty do prázdné niky [15]. Buňka uvnitř niky získává 

silnou schopnost pro sebeobnovu a produkci progenitorů. Nika disponuje určitou 

specifickou indukční aktivitou a liší se druhem tkání, ze kterých se skládá [6,15].  

Podle studií různých buněčných systémů lze předpokládat, že pro zachování 

progenitorových vlastností je obvykle nutné udržet tkáňově specifické prostředí 

nebo niku [18,19]. Prostředí jen stěží připomíná plastový povrch kultivačních nádob 

(2D). Z tohoto důvodu došlo k pokusům kultivace MSC v trojrozměrných podmínkách 

jako je založení kultivace buněk v přítomnosti dynamického toku média, na kuličkách 

mikronosičů nebo pomocí bioreaktorového systému [18]. 
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Kmenové buňky můžeme rozdělit podle hlediska vývoje na embryonální kmenové 

buňky a na kmenové buňky dospělého organismu. Podle rozsahu schopnosti 

diferenciace můžeme kmenové buňky dělit na totipotentní, pluripotentní, multipotentní 

a unipotentní [6]. Totipotentní kmenová buňka (lidská zygota) může vytvořit kompletní 

nový organismus včetně placenty, která je důležitá pro přežití v děloze. Pluripotentní 

kmenová buňka je schopna diferenciovat se na téměř všechny druhy tkání daného 

organismu, ale není schopna vytvoření celého nového organismu [20]. Z pluripotentních 

kmenových buněk se během vývoje vytvoří a specializují se multipotentní kmenové 

buňky, které jsou tkáňově specifické a mohou se diferenciovat do několika typů buněk, 

z nichž může vzniknout tkáň nebo orgán [6,20]. Unipotentní (progenitorové) kmenové 

buňky mohou vytvořit pouze jediný buněčný typ jako například spermatogoniální 

kmenové buňky dávají vznik spermiím [6].  

1.1.4 Mezenchymální kmenové buňky 

Hematopoetické kmenové buňky a mezenchymální kmenové buňky (MSC) jsou 

součástí kostní dřeně dospělého člověka [6]. Bylo prokázáno, že přítomnost MSC je 

v celé řadě orgánů a tkání, ačkoliv nejpoužívanějším zdrojem zůstává kostní dřeň 

[2,7,21,22]. Výskyt MSC v kostní dřeni je velmi vzácný, pohybuje se ve frekvenci 

asi 1 z 10 000 jaderných buněk krátce po narození a poté klesají v závislosti na věku 

[5,23,24]. Z důvodů nízké frekvence MSC v kostní dřeni při užití pro klinické aplikace 

je zapotřebí rozsáhlé in vitro expanze, to může způsobit zvýšení rizika epigenetických 

změn vyvolaných při kultivaci a současně i mikrobiální kontaminaci [14]. 

Ukázalo se, že MSC jsou schopny naleznout poranění a zánět, současně aktivovat 

několik opravných drah v reakci na lokální podmět z poškozené tkáně uvolněním 

růstových faktorů, chemokinů, enzymu a dalších látek. Opravení poškozené tkáně 

nastává při indukování rezidentních progenitorových buněk v tkáni [5]. Pomocí různých 

metod a nosičů můžeme MSC aplikovat v širokém spektru patologických onemocnění, 

jako jsou kožní poranění, kostní a chrupavkové defekty, odmítnutí štěpu versus hostitel, 

kardiovaskulární nebo nervové poruchy [25]. 

Regenerace tkáně je závislá na druhu zdroje, ze kterých pocházejí buňky [5,25]. 

MSC mohou být izolované z mnoha tkání jako je kůže, kloubní chrupavka, mozek, 

zubní tkáň, tuková tkáň, synoviální tekutina, plodová voda, z Whartonova želé 

pupečníkové šňůry nebo placenty [2,3,7,8,21,22,24,26,]. Bohatý zdroj proliferačních 

MSC pochází z Whartonova želé, pupeční tkáně a pupečníkové krve [5]. V kostní dřeni 

existují dvě různé populace MSC lišící se proliferační kapacitou [6]. Odběr kostní dřeně 

od pacientů je invazivní a mírně bolestivý postup [3].  

MSC lze snadno kultivovat, expandovat v kultuře nebo izolovat z různých druhů 

zvířat, jako jsou například konvenční hlodavci, krávy nebo koně. K izolaci buněk 

dochází na základě adherence plastů, negativní selekce pro řadu markerů buněčného 
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povrchu a potenciálu diferenciace [8,21,23,26]. Jedna z důležitých vlastností je 

plasticita, schopnost diferenciovat se na specifické zralé line a proto jsou MSC velmi 

často studovány v klinických studiích [8,26]. Při diferenciaci se mohou měnit 

za specifických podmínek na adipocyty, chondrocyty nebo osteocyty [12,17,24,26].  

Schopnost proliferovat in vitro za optimálních podmínek lze během fáze růstu 

snadno rozšířit až k 50 zdvojnásobení populace, která umožňuje dosažení 

terapeutických dávek, například v reakci štěpu proti hostiteli [5].  

Mezenchymální kmenové buňky jsou kompatibilní se zásadami regenerativní 

medicíny, mohou zlepšit funkci i stav důležitých orgánů a tkání [5,21]. MSC mají 

vysoký expanzní potenciál, genetickou stabilitu, reprodukovatelné atributy 

v laboratořích rozptýlených po celém světě. V léčbě lze využít trofické, antiproliferační, 

imunomodulační a protizánětlivé účinky [6,7,8]. Vylučují velké množství růstových 

faktorů a cytokinů, které mohou mít autokrinní i parakrinní účinky. Následně pak může 

docházet k tvorbě nových krevních cév, obnovení krevního zásobení, zabránění 

apoptóze, stimulace mitotického dělení nebo zabránění jizvení [5].  

Při aplikaci MSC lze měnit odpovědi buněk imunitního systému, interagují totiž 

s buňkami T-lymfocytů [5,12,21]. MSC nejsou statické, mohou tak aktivně snímat 

okolní mikroprostředí a podle toho modulovat funkci různých buněk imunitního 

systému v hostiteli [5,23]. MSC mohou regulovat hematopoézu a slouží 

jako progenitory mezodermálních tkání [23]. Po transplantaci MSC nedochází k tvoření 

teratomů, což zvyšuje bezpečnost pro pacienta [26].  

Podle nedávných výzkumů většina, ne-li všechny MSC v těle jsou perivaskulárního 

původu, protože se shromažďují kolem krevních cév [5,7]. Význam MSC v medicíně se 

nadále zkoumá ve více než 950 klinických studií [8]. Výhodou využití MSC je vyhnutí 

se etickým problémům na rozdíl od použití embryonálních kmenových buněk [12]. 

1.1.5 Parakrinní aktivita   

Bylo zjištěno, že MSC mají schopnost migrovat a specificky zacílit na poškozená 

místa tkáně, kde mohou nahradit zasažené nebo nemocné buňky prostřednictvím 

diferenciace, současně vylučují cytokiny, chemokiny, růstové faktory, extracelulární 

vezikuly obsahující proteiny, mRNA, mikroRNA, proteolytické enzymy a angiogenní 

faktory [12,22,23].  

Uvolněné proteolytické enzymy a angiogenní faktory slouží ke stimulaci 

proliferace a přežití endogenních buněk v tkáni při inhibici apoptózy a fibrózy [23]. 

Jedna z vlastností cytokinů je zabezpečování důležitých signálů pro přežívání buněk 

v poškozených tkáních, spolu nebo bez přímé účasti na dlouhodobé obnově tkání [12]. 

Koncentrace a doba expozice cytokinů může razantně ovlivnit biologickou odpověď 

MSC [23].  
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K vyvolání buněčné proliferace a angiogeneze je zapotřebí sekrece růstových 

faktorů a chemokinů. Primární trofická vlastnost MSC je produkce mitogenních 

proteinů, jako jsou transformující růstový faktor alfa (TGF-α), TGF-P, hepatocytový 

růstový faktor (HGF), epidermální růstový faktor (EGF), základní fibroblastový růstový 

faktor (FGF-2) a inzulínový růstový faktor (IGF-1) ke zvýšení dělení fibroblastů, 

epitelu a endotelu. Cévní endoteliální růstový faktor (VEGF), IGF-1, EGF 

a angiopoietin-1 (Ang-1) jsou uvolňovány, aby buňky získaly endoteliální linii 

a zahájily vaskularizaci [7].  

Extracelulární vezikuly jsou schopny dodávat různé faktory, regulující biologické 

funkce zahrnující buněčnou proliferaci, potlačení růstu vaziva ve tkáních, protizánětlivé 

vlastnosti a angiogenezi. EV můžeme rozdělit na exozomy, mikrovezikuly 

a apoptotická tělíska [22]. MSC mohou zastavit a zvrátit apoptózu buňky, vyvolanou 

traumatickým vystavením při hypoxii, chemikáliím, mechanickému poškození 

nebo zářením. Antiapoptotické vlastnosti nejsou ještě zcela známy, ale sekrece IGF-1 

a interleukin 6 (IL-6) ovlivňují tento proces [7].  

1.1.6 Imunomodulační mechanismy MSC 

Na povrchu MSC exprimují pouze antigeny HLA-I, ale postrádají expresi HLA-II 

a kostimulační molekuly CD80 a CD86, které jsou potřebné pro aktivaci T-lymfocytů. 

Z toho vyplívá, že MSC nejsou dobré pro rozpad cytotoxickými T buňkami, ani účinně 

neindukují proliferaci alogenních lymfocytů, pokud jsou využity jako stimulanty 

v tradiční smíšené lymfocytární reakci. Z těchto závěrů lze vyvodit, že MSC mají 

relativně inertní imunitní stav in vivo a mohou být alogenně transplantovány, aniž by 

vyvolávaly rozsáhlé imunitní odpovědi. Důležité ale je, že tento problém je stále 

předmětem intenzivního zkoumání, protože u studie transplantací hlodavců výsledky 

naznačují, že alogenní MSC mohou ve skutečnosti vyvolat imunitní odpověď 

in vivo,  indukující tak alogenní specifické CD4 + a CD8 + paměťové T buňky a tvorbu 

allogenních protilátek [23].  

Imunologicky modulační a imunitně tlumící vlastnosti mají MSC in vitro i in vivo, 

protože mohou tak působit na vrozené i adaptivní mechanismy imunitního systému 

a zacílit na prakticky všechny buňky imunitního systému [23]. Může tak dojít 

k narušení proliferace anebo funkčnosti T buněk, B buněk a NK buněk v reakci 

na mitogeny, aloantigeny, cytokiny a aktivaci protilátek in vivo i in vitro [7,23]. Účinky 

jsou vyvolány nejen přímým kontaktem s cílovými buňkami ale i uvolněním velkého 

množství rozpustných molekul, díky těmto vlastnostem je lze potenciálně využít k léčbě 

některých autoimunitních onemocnění, odstranit imunologické komplikace vznikající 

po transplantaci [23].  
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MSC mají výrazné potlačující účinky na buňky prezentující antigen (APC). 

Při kokultivaci MSC a dendritických buněk (DC) se ukázalo, že dochází k ovlivnění 

maturace DC, diferenciaci a funkčnosti s ohledem na prezentaci antigenu [23]. 

Přítomnost MSC vedla k posunu v cytokinovém profilu DC tak, že byly sníženy hladiny 

faktoru nádorové nekrózy alfa (TNF-α), interferonu gamma (IFN-γ) a interleukinu 

(IL-12) u zánětlivých cytokinů, zatímco byla zvýšena exprese protizánětlivého cytokinu 

IL-10. Přeměnou prozánětlivých buněk typu M1 na protizánětlivou podmnožinu M2 

zkreslují MSC zánětlivý fenotyp makrofágů (součást APC) [7,23]. 

Účinky MSC na řadu imunitních efektorových linií jsou složité a zahrnují široké 

spektrum molekul a jejich drah jako jsou transformující růstový faktor (TGF-β1), HGF, 

prostaglandin E2 (PGE2), indolamin 2,3-dioxygenáza (IDO), indukovatelná syntáza 

oxidu dusnatého (iNOS), leukemický inhibiční faktor (LIF), HLA-G, hemoxygenáza 

(HO-1), IGF, IGF-vazebný protein (IGFBP), TNF-stimulovaný gen 6 (TSG-6), IL-10, 

semaforiny (zejména semaforin-3a ), galectin (konkrétně Gal-1, Gal-3 a Gal-9), 

opakující se glykoprotein A (GARP), TGF-p [23]. 

Jednou z významných molekul z tohoto dlouhého seznamu je IDO, enzym, který 

zprostředkovává imunosupresi a hraje klíčovou roli při vytváření imunologické 

tolerance v mnoha prostředích, kromě těhotenství. Imunologicky modulační účinky jsou 

závislé na tkáni, ze kterých MSC pochází. Další důležitá molekula je HLA-G, která je 

schopna ovlivňovat funkci různých populací buněk imunitního systému a indukovat 

několik podskupin supresorových nebo regulačních buněk [23]. Autoři se domnívají, 

že HLA-G reguluje rovnováhu cytokinů polarizací rovnováhy pomocných Th1/Th2 

lymfocytů ve prospěch Th2 se zvýšenou sekrecí IL-10 [7,23]. Porozumění vzájemného 

souladu regulačních mediátorů odvozených od MSC umožní lépe definovat imunitní 

mikroprostředí a tím lze vyvinout účinnější imunoterapii založenou na MSC [23]. 

1.1.7  Minimální kritéria pro definování MSC 

V mnoha laboratořích se metody izolace a expanze MSC jemně nebo významně 

liší. MSC mohou být izolované z různých tkání, ale mají podobné vlastnosti. Důležité 

je, zda získané buňky jsou si dostatečně podobné, aby umožnily přímé srovnání 

biologických vlastností a experimentálních výsledků. Z tohoto důvodu Výbor 

mezenchymálních a tkáňových kmenových buněk z Mezinárodní společnosti 

pro buněčnou terapii (ISCT) navrhuje soubor standart pro definování lidské MSC. 

Cílem tohoto prohlášení je poskytnout vědecké komunitě standardní soubor kritérií 

na základě nejlepších aktuálně dostupných dat, definovat identitu MSC, uznávající 

revizi kritérií, jakmile se objeví nová data [27].  

Za referenční hodnoty se považují tato kritéria: (1) plastická přilnavost; (2) exprese 

specifických povrchových antigenů CD105, CD73 a CD90; (3) nepřítomnost 

hematopoetických markerů CD45, CD34, CD11b, CD14, CD19, CD79a, 



  

18 

 

HLA-DR; a (4) schopnost diferencovat se na chondrocyty, osteoblasty 

a adipocyty in vitro, pokud jsou poskytnuty příslušné stimuly. Měření specifických 

povrchových antigenů probíhá pomocí průtokové cytometrie [5,19,23,24,27,28].  

Důležitá je také nepřítomnost adhezivní molekuly endoteliálních destiček CD31 

aby se vyloučila záměna s podobnými endotelovými buňkami. V poslední době se 

začalo monitorovat množství tkáňového faktoru CD142, protože MSC mohou 

exprimovat vysoké hladiny CD142 a tím způsobit okamžitou zánětlivou reakci 

zprostředkovanou krví, která vede k rychlému odstranění dodaných buněk a ztrátu 

terapeutického účinku. Pro hodnocení funkční účinnosti MSC lze využít antigen Stro-1, 

který má vysokou růstovou kapacitu a zlepšené schopnosti přenosu a opravy tkáně. 

Minimální kritéria, která splňují MSC, se mezi sebou liší různými fenotypy, 

biologickou aktivitou s odpovídajícím terapeutickým potenciálem a tyto vlastnosti lze 

dramaticky změnit kryokonzervací, která negativně ovlivňuje terapeutický výsledek 

[23]. 

1.1.8 Limbální kmenové buňky 

Limbální kmenové buňky (LSC) se nacházejí v bazální části limbálního epitelu, kde 

zajišťují regeneraci epitelu rohovky. Nedostatečný počet LSC vyvolává chronické 

záněty a zjizvení rohovky [2,11]. LSC se vyznačují pomalým buněčným cyklem 

a vysokou proliferační kapacitou, která může nastat jako reakce na drobný defekt 

rohovky. V případě rozsáhlého poškození rohovky, které zasahuje do limbální oblasti, 

může dojít k narušení procesu regenerace epitelu rohovky [2].  

Při očních onemocněních záleží na rozsahu poškození oka, jestli je jednostranné 

nebo oboustranné a zda deficit LSC je částečný nebo úplný. Možností terapie 

nedostatku LSC tkví v transplantaci limbální tkáně, kultivaci limbického epitelu 

nebo transplantaci autologních buněk včetně MSC, orálního slizničního epitelu, 

kmenových buněk z vlasových folikul. Při jednostranném poškození oka je možnost 

transplantace limbální tkáně ze zdravého oka, možná je ale komplikace získání deficitu 

i u původně zdravého oka [2,11].  

Další možností je transplantace laboratorních kultur z velmi malé limbální biopsie, 

která se stává úspěšnou v léčbě deficitu LSC. Využitím alogenních buněk, získaných 

přímo od pacienta by mohlo dojít k zabránění komplikací při odmítnutí a proto nejsou 

tedy potřeba imunosupresiva [2].  

1.1.9 Kryokonzervace 

V důsledku širšího využití MSC pro regenerační medicínu došlo postupně 

ke zvýšení důležitosti účinné kryokonzervace [14]. Kryokonzervace je metoda, při které 

dochází k udržení života buněk díky zpomalení metabolické aktivity při nízkých 

teplotách (kapalný dusík -196 °C) [5,29].  
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Během zmrazování buněk v suspenzi krystalizuje voda v čisté formě 

v extracelulárním prostoru a narušuje integritu fosfolipidových membrán. V nosném 

roztoku pomalu vznikají mikrokrystaly, které pak vytlačují buňky do prozatím neztuhlé 

části suspenze, kde zvýšený tlak způsobuje mechanické poškození. Tento jev se 

v angličtině nazývá cell packing effect (Obr. 1.1). 

Při tvorbě podlouhlých ledových krystalů navíc dochází ke zvýšení koncentrace 

osmoticky aktivních látek v samotném roztoku, protože při změně skupenství vody 

z ledu vypadávají minerály do prozatím nezmrzlé kapaliny. Nadměrné množství 

minerálů zapříčiní, že buňky dehydratují a smršťují se, dokud celá suspenze nezmrzne 

(Obr. 1.1). Uvedený efekt popisujeme jako crystalization effect a nejvíce se projevují 

při středních teplotách v důsledku pomalého zmrazování [5,29]. 

 

Obr. 1.1: Mechanismus poškození buněk mrazem (cell packing effect, Crystalization effect). 

Převzato z [29] 

 

V případě že bude zvolen nadměrně rychlý způsob kryokonzervace označovaný 

jako vitrifikace, předešlý jev sice bude potlačen, ale nastane jiný nežádoucí efekt zvaný 

solution effect. Při vzniku krystalů v buněčném cytosolu klesá podíl kapalné vody, 

dokud všechna nezmrzne, narůstá počet minerálů i organických molekul ve zbývajícím 

roztoku. V důsledku navýšení biologicky aktivních látek je výsledkem zrychlení 

metabolických procesů a současně vyšší nitrobuněčná osmolalita mění hodnotu pH. 

Nadměrná koncentrace iontů v určitý okamžik podporuje nadměrný přesun vody 

z okolního roztoku do buněk [29]. 

Pro úspěšnou kryokonzervaci buněk v suspenzi je zapotřebí rovnováhy mezi 

dostatečně vysokou a nízkou rychlostí aby se zamezilo vznikům krystalu, zvýšené 

koncentraci minerálů a změnám pH [29]. V ideálním případě bude buňka pokračovat 

v osmotické rovnováze a voda se bude dostávat dovnitř i ven dokud nevymizí 
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osmotický gradient, napomáhající pohybu vody přes plazmatickou membránu. 

Při mrazení buněk nezávisí jen na rychlosti chlazení ale i na permeabilitě membrány, 

liší se zdrojem tkáně, ze kterého buňky pochází. Navíc jsou přidávány kryoprotektanty, 

aby minimalizovaly škodlivé účinky zmrazení [5].  

Kryoprotektanty jsou rozděleny v závislosti na schopnosti procházet fosfolipidovou 

membránou na penetrující a nepenetrující. Penetrující jsou prostupující kryoprotektanty 

jako dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, propanol, ethylenglykol chrání před pomalým 

chlazením, minimalizuje dehydrataci buněk. Pro tyto chemické látky je společná nízká 

molekulová hmotnost, vysoká rozpustnost ve vodných roztocích, které jsou 

při vysokých koncentracích schopny zmenšit bod tuhnutí vody, čímž se sníží množství 

ledu během chlazení. Liší se rychlostí pronikání do buněk v závislosti na typu buněk 

[5].  

Nepenetrující kryoprotektanty jsou využívány pro nižší molární koncentrace. 

Vyžaduje se vyšší rychlost mrazení, aby došlo k ochraně. Příkladem je 

polyvinylpyrrolidon, sacharóza, laktóza, glukóza, mannitol, asorbitol [5]. Z důvodu 

velké molekulové hmotnosti intracelulárně nepronikají a zůstávají jen jako součást 

okolního roztoku. Voda z buněk je odstraněná nepřímo, protože sacharidové molekuly 

způsobí výraznou osmotickou aktivitu a dochází k nitrobuněčným ztrátám vody [29]. 

Kryoprotektanty mají ochránit buňku při procesu mrazení, ale současně mohou způsobit 

poškození buněk a současné výzkumy se zaměřují na stanovení minimální koncentrace 

nebo odstranění jejich toxicity. Životaschopnost buněk po rozmrazení se liší v závislosti 

na tkáňovém zdroji, silnější zdroj MSC má v tomto ohledu tuková tkáň na rozdíl 

od kostní dřeně [5].  

DMSO je jednou z nejpoužívanějších kryoprotektivních látek [29]. Je nezbytný 

pro zaručení životaschopnosti buněk při kryokonzervaci, v případě infuze do těla 

příjemce se ale chová toxicky [29,30]. Nežádoucími účinky během nebo po infuzi 

mohou být malátnost, nevolnost, zvracení, třes, horečka, tachykardie, hypertenze, 

hypotenze [30,31]. Podle Evropské společnosti pro transplantaci kostní dřeně a krve 

většina transplantačních center využívá 10% koncentraci DMSO, zatímco jiné začali 

využívat nižší 5% koncentrace [30].  

DMSO může být odstraněn ze štěpu po rozmrazení pomocí odstřeďování buněk 

nebo pomocí speciálních zařízení, po těchto metodách může dojít ke shlukování buněk, 

kontaminaci produktu. Z důvodu vyhnutí se těmto problémům dochází k aplikaci 

menších koncentrací DMSO. Naopak příliš nízké koncentrace DMSO však mohou 

negativně ovlivňovat ochrannou funkci buněk při kryokonzervaci [30]. Ve studii 

vypracované od Akkök et al., dochází k porovnání životaschopnosti buněk 

pro kryokonzervaci za pomoci různých koncentrací DMSO. Nejvyšší životaschopnost 

byla zjištěna u neutrofilů a lymfocytů s 4% a 5% DMSO, zatímco snížená 

životaschopnost byla pozorována s 2% a 10% DMSO [31]. Postup kryokonzervace 
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nebyl dosud dostatečně standardizován, zejména koncentrace DMSO zůstává ve věci 

kontroverze [30]. DMSO společně s fetálním bovinním sérem (FBS) je nejčastěji 

používaným kryoptrotektantem, v tomto spojení však brání klinickému využití [14]. 

Kryokonzervace se široce využívá k ukládání, shromažďování buněk. Usnadňuje 

převoz do transplantačních center a poskytuje čas na screening přenosných nemocí 

v darovaných buňkách před transplantací. Současně snižuje množství čerstvých tkání, 

lepší kontrolu kvality a standardizaci stejného buněčného preparátu. Je důležité ukládat 

buňky takové, které neprošly velkým počtem pasáží, protože s přibývajícím množstvím 

diferenciační potenciál klesá. Některé druhy tkání ani nejsou schopny přežít dlouhé 

doby kultivace jako například MSC odvozené z plodové membrány.  Navíc 

při dlouhodobých kultivacích ex vivo jsou MSC náchylné ke genotypovému posunu, 

chromozomovým aberacím, fenotypové nestabilitě a kontaminaci. Kryokonzervace 

současně šetří čas a kultivační média [5].  

Studie prokázaly, že fetální MSC odebrané v prenatálním období mohou být 

kryokonzervovány během zbývajícího období v těhotenství a následně použity 

k nápravě vrozených poruch časně po narození nebo v děloze. Lze tedy vyvodit, 

že progres v oblastech tkáňového inženýrství, genové terapie, regenerativní medicíny je 

do určité míry závislý na schopnostech uchování, skladování a transportu buněk [5].  

1.1.10  Séra pro kultivaci buněk 

Při kultivaci nebo kryokonzervaci buněk za použití xenogenního živočišného séra 

(FBS) dochází k zabránění klinické užitečnosti MSC z důvodu přímého spojení 

s xenogenními antigeny u pacientů, kteří dostávají buněčné infuze nebo transplantáty 

[25,28,32]. Mohou vznikat xenogenní imunitní reakce, infekce bovinními viry 

nebo priony [33]. Problémem je přesné složení FBS, často bývá značný rozdíl mezi 

šaržemi [32]. V přítomnosti fetálního hovězího nebo telecího séra (FBS) podléhají 

buněčné kultury mnohem většímu dohledu ze strany regulačních orgánů [14,25,28,32]. 

Pro zamezení komplikací po transplantaci je nejvhodnější úplně eliminovat živočišná 

séra při kultivaci i kryokonzervaci [14].  

Bylo prokázáno, že využitím lidských doplňků můžeme nahradit zvířecí séra 

při klinické expanzi MSC [14]. Lze tedy využít lidské sérum, lidský trombin aktivovaný 

destičkami v plazmatu, plazma bohaté na destičky nebo lidský destičkový lyzát (PL). 

Lidský destičkový lyzát je vytvořen jednoduchým postupem zmrazení a rozmrazení 

destičkových jednotek [33]. Při kultivaci MSC lze využít médium α-MEM doplněno 

o 5% koncentraci PL. Uplatníme-li PL jako doplněk kultivačního média dochází 

k vyvarování se problémům ohledně živočišného původu [14].  

Několik studií prokázalo možnost plnohodnotné alternativy za FBS pro klinickou 

expanzi, protože PL obsahuje celou řadu faktorů podporující růst [28]. PL tak zajišťuje 

optimální proliferaci buňky, aniž by ovlivňoval imunofenotyp MSC, imunomodulační 
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potenciál, diferenciační potenciál a stává se tak společně s médiem α-MEM i nejlepším 

kompletním kultivačním médiem [14,28]. Při použití krevních materiálů získaných 

z člověka dochází k zmírnění imunologického rizika. Je nutné ale dávat pozor na viry 

přenosné krví, zejména jestli jsou materiály sdruženy od více dárců, aby se 

minimalizovala biologická variabilita a získal se dostatečný objem pro klinické využití 

[28].  

1.1.11  Biokompatibilní materiály pro rohovkovou regeneraci  

V závislosti na hloubce poranění rohovky se při regeneraci rohovky užívají různé 

kombinace biokompatibilního nosiče (scaffold) s buňkami. Biokompatibilní materiály 

pro vytvoření scaffoldu mohou být vytvořeny z amniotické membrány, kolagenové 

matrice nebo dalších přírodních a syntetických polymerů. Přírodní a syntetické 

polymery mohou být vodivé polymery, termosenzitivní polymery, peptidové 

nanovlákna a hydrogely. Pro rekonstrukci rohovky je u materiálu zásadní průhlednost 

a mechanická síla [3].  

Amniotická membrána je jedna z nejsilnějších bazálních membrán v těle a užívá se 

jako zlatý standard pro léčbu onemocnění očních povrchů a popálenin kůže, navíc má 

schopnost redukovat zjizvení [3,34]. Využívá se čerstvá i konzervovaná. Amniotická 

membrána má schopnost podpory hojení epiteliálních buněk, kromě inhibice proliferace 

fibroblastů a diferenciace myofibroblastu, navíc obsahuje protizánětlivé a neurotrofní 

faktory. Užití této membrány má ale několik nevýhod jako například chirurgický zákrok 

a přesné podmínky, za nichž se amniotická membrána připravuje, tyto podmínky mohou 

ovlivnit biomedicínskou aplikaci [3].  

Fibrin je nerozpustný protein, který se podílí na srážení krve. Biologicky je 

rozložitelný a má potenciál při hojení ran, proto je formou tkáňového lepidla nebo listů 

používán při aplikací hojení tkání [3]. Fibrinové gely podporují buňky k vylučování 

reparativních růstových faktorů a složek extracelulární matrice, aby stimulovaly opravu 

tkáně. Objemová tuhost, rozložitelnost a pórovitost fibrinových gelů může být snadno 

přizpůsobena tak, aby směřovala ke specifické diferenciaci pro jednotlivé linie [35]. 

Fibrinový gel byl použit jako nosič limbálních kmenových buněk, ale byl přesto 

zastíněn jinými druhy přírodních a syntetických polymerů [3].  

Metoda buněčného listu zavádí buněčné celky podobné listům pomocí technologie 

kultury buněk s obrácenou adhezí, kdy mohou být transplantovány buňky bez použití 

scaffoldu. Pro docílení oddělení buněk je zapotřebí použití specifických enzymů, změny 

teploty, magnetické síly, elektrochemické polarizace, změna pH, osvětlení a aplikace 

polyelektrolytů. Technika buněčného listu je ale na začátku a vyžaduje další studium, 

aby mohla být rutinně použitá v klinické praxi [3]. 
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Při použití kontaktních čoček pro transplantaci buněk se snižuje riziko 

xenobiotických infekcí a vedlejších účinků při použití biomateriálu schváleným Úřadem 

pro kontrolu potravin a léčiv (FDA). Byla vyvinuta autologní technika pomocí měkkých 

kontaktních čoček schválených FDA jako nosiče a obvazu k ochraně oka během 

transplantace LSC, dochází tak k opravě a regeneraci rohovky. Následně ve studiích 

docházelo k modifikacím přilnavosti tkáně k nosiči a ke změně typu kmenových buněk 

[3].  

1.1.12  Kontaktní čočky 

Kontaktní čočka je definována jako malý optický systém umístěný přímo 

na rohovku. Vlivem povrchového napětí slz na rohovce ulpívají kontaktní čočky 

na povrchu. Kontaktní čočky se nejenom využívají ke korekci vidění, ale navíc je lze 

použít z kosmetických důvodů nebo pro dodání léčiva přímo do oka. V dnešní době 

existuje velké množství druhů kontaktní čoček, které lze vybrat podle materiálu, režimu 

nošení nebo frekvence plánované výměny [36,37].  

Pro konzervaci a péči o kontaktní čočky se zpočátku využíval fyziologický roztok, 

ten byl nahrazen víceúčelovými roztoky nebo peroxidovými roztoky. Víceúčelové 

roztoky obsahují desinfekční, respektive konzervační složky, pufrovací systémy, 

povrchově aktivní látky, zvlhčovadla a pomocné látky [36].  

Základní rozlišení kontaktních čoček je podle M. Refojo na tvrdé a měkké 

kontaktní čočky. Měkké kontaktní čočky můžeme následně rozdělit na hydrofobní 

a hydrofilní [36]. Tvrdé kontaktní čočky jsou tuhé, odolné a propouštějí plyny, na rozdíl 

od měkkých kontaktních čoček, které jsou vyrobeny z pružného materiálu s vysokým 

obsahem vody a jsou propustné pouze pro kyslík. Díky vysoké flexibilitě materiálu je 

pro uživatele pohodlnější a příjemnější měkká kontaktní čočka oproti tvrdé [9].  

V roce 1933 došlo k objevení biokompatibility polymethylmethakrylátu (PMMA) 

pro aplikaci především v oftalmologii. PMMA je odolný opticky transparentní polymer 

s omezeným hydrofilním charakterem a s nedostatečnou propustností pro kyslík. 

Při aplikaci může docházet ke zdravotním problémům, až k hypoxii. Materiální vývoj 

kontaktních čoček se zaměřil především na zlepšení propustnosti pro kyslík, vodu 

a dalších iontů [36]. Bylo tomu tak dosaženo u polymerního hydrogelu Wichterleho 

a Líma [9,36]. HEMA a příbuzné hydrogely mají vyšší obsah vody (20–80 %), jsou více 

propustné pro kyslík, což zvyšuje jejich biokompatibilitu i pohodlí, na trhu zabírají 

přibližně 22 % ze všech kontaktních čoček [9].  

Následně se vyvíjely různé varianty výšebobtnavých hydrogelů s přidáním 

glykol-methakrylátu, akrylamidu a dalších látek, které dosahovaly vyšší propustnost 

pro látky rozpustné ve vodě, tak i pro plyny. Dalším materiálem pro kontaktní čočky 

byly silikonové elastomery, které poskytovaly vysokou propustnost pro plyny, ale byly 

hydrofobní. Při snímání kontaktních čoček docházelo k mechanickému poškození 
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rohovky, a proto se nezačali kontaktní čočky z tohoto materiálu vyrábět [36]. 

K překonání těchto překážek byly vyvinuty kontaktní čočky, kde došlo ke kopolymeraci 

silikonového monomeru s hydrofilními monomery a vznikly tak silikonhydrogelové 

čočky, které zahrnují požadovaný hydrofilní charakter a v současné době tvoří zhruba 

66 – 75 % všech aplikací měkkých kontaktních čoček [9,36].  

Oční kapky nejsou dostatečně efektivní při dodání léků do oka, a proto se se stále 

častěji využívají kontaktní čočky [9]. Kontaktní čočky napuštěné léčivem mohou 

obsahovat β-blokátory, antihistaminika nebo antimikrobiální látky. Předpokládá se, 

že  při aplikaci kontaktní čočky obohacené o léčivo v slzném filmu lék setrvává déle, 

což vede k vyššímu toku léku rohovkou a nižšímu odtoku léčiva do nasolakrimálního 

kanálu. Nanesení léčiva do kontaktní čočky nejčastěji probíhá namočením čočky 

do roztoku s léky. Ve studii Kim a kol. pozorovali mnohem vyšší biologickou 

dostupnost dexamethasonu obsaženou v kontaktních čočkách než v očních kapkách. 

Nevýhodou těchto čoček je nedostatečné plnění a krátkodobé uvolňování léčiva [37]. 

Pro odbourání komplikací byly vyvinuty kontaktní čočky s obsahem nanočástic 

a kontaktní čočky s molekulárním potiskem, u kterých dochází k prodlouženému 

uvolňování léčiv [9,37]. 

1.1.13  Laboratorní a klinické studie 

Ma a kol., demonstrovali na studii laboratorních potkanů účinek lidských MSC 

transplantovaných pomocí amniotické membrány. Výzkum udává, že amniotická 

membrána získaná při císařském řezu, neměla samotná žádný terapeutický účinek [4]. 

Výsledkem bylo, že transplantované MSC můžou podporovat hojení, obnovu epitelu, 

potlačení časné fáze zánětu a angiogenezi, ale MSC se nestávají epiteliálními buňkami 

rohovky [2,4].  

Další studie ukazuje, že MSC významně snižují oxidační stres rohovky, 

ačkoliv v jiných tkáních už tento proces byl popsán. Ve studii prezentované 

Cejkovou a kol., byly použity králičí MSC z kostní dřeně na snížení oxidačního stresu 

vyvolaného při použití silných zásad na rohovce. Ihned po poranění byly aplikovány 

MSC na nanovláknových konstrukcích a oči byly sešity. Výsledky dokazují, že se 

ukázala v neléčených poraněných rohovkách exprese malondialdehydu a nitrotyrosinu, 

tyto markery jsou důležité pro zjištění peroxidace lipidů a oxidačního stresu. Nebyli 

žádné rozdíly mezi neošetřenou rohovkou, rohovkou pokrytou nanovláknovou 

konstrukcí (bez MSC) a rohovkou ošetřenou pomocí MSC bez konstrukce. Výsledky 

ukazují, že snížení oxidačního stresu v rohovce vede k potlačení intrakorneálního 

zánětu a ke snížení vaskularizace rohovky, díky tomu dochází k výraznému 

urychlenému hojení [1].  
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Ve studii Holan a kol., byly buňky aplikovány na nanovláknové konstrukce 

a léčeny oči králičího modelu poškozené silnou zásadou. Klinický potenciál léčebného 

procesu se charakterizuje jako vyhodnocení tloušťky rohovky, reepitalizace, 

neovaskularizace a potlačení zánětlivé reakce. Terapeutické účinky jsou srovnatelné 

u MSC (získaných z kostní dřeně) a tkáňově specifických LSC. Výrazně lepší výsledky 

dosahují oči s transplantovanými MSC a LSC, v porovnání se zraněnýma, neošetřenýma 

očima nebo v očích kde byli použity MSC z tukové tkáně [38].  

První dokončená klinická studie z roku 2014 byla realizována ve Španělsku. 

Zabývá se využitím alogenních MSC odebraných z kostní dřeně. Tento výzkum 

dokazuje, že lze bezpečně transplantovat MSC na povrch lidského oka. Celkem 

proběhlo 28 transplantačních operací, v 11 případech byly použity rohovkové epiteliální 

buňky a v 17 případech MSC na amniocentické membráně. Bylo prokázáno, 

že neepiteliální kmenové buňky jsou bezpečné a stejně efektní (MSC 85,7% úspěšnost) 

jako rohovkové epiteliální kmenové buňky (77,8% úspěšnost) při obnově epiteliálního 

rohovkového povrchu. Výsledek jednoho pacienta, kde došlo k zákroku na obou očích, 

lze pozorovat na Obr. 1.2, kde vidíme povrch rohovky a buňky epitelu rohovky [39].  

Klinická studie zahrnovala pouze pacienty v konečném stadiu onemocnění deficitu 

limbálních kmenových buněk (chemické popáleniny a zánětlivá onemocnění). I když 

nebylo cílem studie zlepšení zraku z důvodu závislosti vidění na mnoha faktorech, které 

utváří samotný vjem, přesto po 12 měsíčním sledováním u některých pacientů 

docházelo s dalšími chirurgickými opatřeními ke zlepšení vidění. Optimistické výsledky 

však dokazují, že k obnovení epitelu rohovky pomocí transplantace kmenových buněk 

dochází i u méně závažných limbálních onemocnění. V důsledku toho lze pozorovat 

zlepšení stavu limbického výklenku, v němž se obvykle nacházejí LSC. V budoucnu by 

mohly být transplantace rohovky současně doplněny o transplantaci MSC a tím by se 

zvýšila i úspěšnost operací [39].  
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Obr.1.2: Na obrázku vidíme pacientku s oboustranným selháním epitelu rohovky způsobeným 

dvacetiletým trváním Svenes-Johnosonova syndromu společně se sekundárně suchým okem. 

Na pravé oko během operace byly aplikované limbální epiteliální kmenové buňky a na levé oko 

mezenchymální kmenové buňky.  Na horním obrázku je oko 5 týdnů před operací, uprostřed je 

6 měsíců po operaci a na dolním obrázku je stav oka po 12 měsících od operace. Na obrázcích 

vedle oka můžeme pozorovat morfologie buněk epitelu rohovky. Zraková ostrost pacientky se 

u pravého oka z 0,25 zlepšila po 12 měsících na 0,32, u levého oka výchozí hodnota zrakové 

ostrosti byla 0,01 a po 12 měsících se zvýšila na 0,32. 

Převzato z [39] 
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1.2 Cíle práce 

Cílem studie bylo zjištění strategie pro široké využití multipotentních 

mezenchymálních stromálních buněk v regenerativní oftalmologii pomocí polymerních 

kontaktních čoček a uzavřeného kultivačního systému. 

Nejprve bylo důležité porovnat MSC pocházející z kostní dřeně a Whartonova želé 

podle proliferační a metabolické aktivity za různých kultivačních podmínek. Vybrat 

vhodný zdroj MSC podle vyšší proliferační aktivity, odolnosti vůči stresovým 

podmínkám a vyšší sekreci růstového faktoru hepatocytů. 

Dále posoudit účinek kryokonzervace MSC pomocí různých koncentrací 

dimethylsulfoxidu (DMSO) a určit minimální účinnou koncentraci kryoprotektantu 

schopného zajistit vysokou životaschopnost, regeneraci a rychlou dostupnost MSC 

po kryokonzervaci. 

Připravit screening širokého rozsahu druhů polymerních kontaktních čoček a vybrat 

vhodný typ schopný zajistit adherenci, morfologii a metabolickou aktivitu MSC během 

kultivace. 

Navrhnout a vyrobit uzavřený systém pro očkování a kultivaci MSC na vybranou 

kontaktní čočku, který zajišťuje bezpečnost a sterilitu procesu očkování a kultivace 

potřebného pro klinické aplikace. 

Na závěr potvrdit vhodnost navrženého systému pro nasazení a kultivaci 

kryokonzervovaných MSC na kontaktních čočkách. 
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2 Metody 

Pokud není uvedeno jinak, chemikálie byly zakoupeny od Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA).  

2.1 Izolace a kultivace buněk z kostní dřeně 

Všichni dárci lidské tkáně poskytli svůj písemný informovaný souhlas 

před jakýmkoli zásahem. Všechny studie týkající se lidských tkání nebo buněk byly 

schváleny Etickou komisí Ústavu experimentální medicíny Akademie věd ČR, Praha. 

Všechny metody byly provedeny v Ústavu experimentální medicíny Akademie věd ČR 

anebo v Biotechnologickém a biomedicínském centru Akademie věd a Univerzity 

Karlovy ve Vestci (BIOCEV) v souladu s příslušnými směrnicemi a předpisy [25]. 

Lidská kostní dřeň (BM) byla získána z hřebenu kosti kyčelní od zdravých dárců, 

kteří byli buď zařazeni do klinické studie, nebo podstoupili jiné ortopedické operace 

bez problémů s BM. Nevyužitý nadbytek mononukleárních buněčných frakcí získaných 

z BM po separaci erytrocytů pomocí sedimentace Gelofusinem (B. Braun, Melsungen 

AG, Německo). Sedimentace byla dodána společností Bioinova, Ltd. (Praha, Česká 

republika) a zpracována [25].  

V naší studii jsme pracovali s buňkami, které byly již odebrány z lidských tkání 

v Ústavu experimentální medicíny Akademie věd ČR a kryokonzervovány. 

Mononukleární buňky byly kultivovány v kompletním kultivačním médiu (CCM) 

obsahujícím α-MEM (LONZA, Basilej, Švýcarsko), 5% destičkový lyzát (PL) 

(Bioinova, Ltd.) a 10 µg/ml gentamicinu (Sandoz, Holzkirchen, Německo). Poté se 

vložily do inkubátoru. V inkubátoru docházelo k simulaci vhodných podmínek 

pro buňky, takže teplota byla nastavena na 37 °C, ve zvlhčeném prostředí bylo obsaženo 

5% CO2. Dvakrát v týdnu docházelo k pravidelným výměnám média [29]. 

2.2 Izolace a kultivace buněk z pupečníkové šnůry 

V různých mikroanatomických oblastech pupeční šňůry jsou přítomny MSC lišící 

se však ve svých fenotypových a diferenciačních profilech. Pro klinické využití jsou 

nejvíce vhodné MSC obsažené v pupeční šňůře Whartonova želé, mají totiž vyšší míru 

proliferace a nižší imunogenitu. Obsahují současně markery mezenchymálních 

i embryonálních kmenových buněk, což vede ke vzniku prodloužených, 

samoobnovujících se buněk a širších diferenciačních schopností s nenádorovými 

vlastnostmi [14]. 
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Vyřazené lidské pupeční šňůry (UC) byly získány ze zdravých novorozenců 

po spontánním porodu. Asi 10 cm UC byly asepticky uloženy v PBS (IKEM) 

s antibioticko-antimykotickým roztokem (AA) při 4 °C a transportovány do laboratoře 

do 24 hodin. Nejprve byl UC několikrát promyt v PBS-AA a potom následovalo krátké 

promytí v 10% Betadinu (EGIS Pharmaceuticals PLC, Budapešť, Maďarsko) 

a současně byly odstraněny krevní cévy [25].  

Zbývající tkáň Whartonova želé (WJ) byla nasekána na malé fragmenty (12 mm
3
) 

a zvážena. WJ-MSC byly izolovány z fragmentů (1 g) štěpením v roztoku PBS-AA 

obsahujícím 0,26 U/ml LiberaseTM (Roche Custom Biotech, Mannheim, Německo) 

a 1 mg/ml hyaluronidázy při 37 °C za stálého třepání po dobu 2 hodin. Po odstranění 

nestrávených fragmentů pomocí 40 µm buněčných filtrů, prošly buňky centrifugací 

(450 G, 10 minut). Následně byly buňky zředěny v kompletním kultivačním médiu 

a kultivovány, jak je popsáno výše u BM [25]. Tento proces získání WJ-MSC byl 

proveden v Ústavu experimentální medicíny Akademie věd ČR v souladu s příslušnými 

směrnicemi a předpisy. 

2.3 Pasážování buněk  

Při pasážování buněk docházelo k přenosu buněk z kultur do navazujících 

subkultur. Současně s tím jsme původní materiál odebírali v okamžiku, kdy se buňky 

nacházeli v exponenciálním nebo alespoň stacionárním období růstu. Pro uvolnění 

buněk z povrchu se využívalo enzymatické disociace trypsinem rovněž za přítomnosti 

chelatačního činidla EDTA [29]. 

Po vytvoření téměř souvislé vrstvy buněk (konfluence) byly buňky propláchnuty 

pomocí PBS a sklizeny 0,05% roztoku Trypsinu/EDTA (Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA). Následně byly buňky zneutralizovány a centrifugovány (450 G, 10 minut). 

Pomocí Bürkerovy komůrky byla spočítána hustota buněk a byly znovu nasazeny 

na čerstvý plastový povrch (Nunc, Roskilde, Dánsko) v hustotě 5·10
3
 buněk/cm

2
 [25]. 

Při centrifugaci docházelo k oddělení buněčných elementů od promývacích roztoků 

nebo kultivačních medií. Hmotnost a intenzita centrifugace, tedy relativní centrifugační 

síla (RDF), závisela na tom, do jaké míry se částice ve zkumavce přesuly ke dnu. 

K oddělení buněk se nejčastěji používalo 100  300 G po dobu 10 minut [29]. 

2.4 Počítání buněk v Bürkerově komůrce  

Počítání buněk v cytometrické (hemocytometrické) komůrce pod mikroskopem je 

metoda velmi přesná, kterou lze zjistit koncentraci buněk i procentuální zastoupení 

viabilních buněk. Můžeme se setkat s různými druhy cytometrických komůrek, jako 

například Neubauerovou, Türkovou či Bürkerovou komůrkou, jejichž součástí jsou 

mikro čtverce, v nichž počítáme buňky [29].  
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Počítání jsme provedli pod mikroskopem tak, že jsme spočítali množství buněk 

v několika čtvercích. Sečetli jsme vzniklé počty buněk ze čtverců a vydělili jsme je 

počtem spočítaných čtverců. Tímto vznikl jeden průměrný čtverec. Poté podle vzorce 

(1.1) jsme vypočítali počet buněk v 1 ml suspenze. V případě že pracujeme se zředěnou 

suspenzí buněk, musíme do vzorce zahrnout faktor ředění neboli diluční faktor, který je 

zohledněn ve vzorci (2.2) [29]. 

 𝑃 =
𝑁 ∙ 1000

𝑛 ∙ 𝑉
 (2.1) 

V rovnici (2.1) znázorňuje P počet buněk na 1 ml suspenze, N je celkový počet 

buněk, n je počet čtverců, V je objem čtverce [29]. 

 𝑃 =
𝑁 ∙ 1000

𝑛 ∙ 𝑉
 ∙  

𝑉𝑝

𝑉𝑛
 

(2.2) 

V rovnici (2.2) znázorňuje Vp původní objem suspenze a Vn je objem suspenze 

po naředění [29]. 

Při vitálním barvení lze zjistit procentuální zastoupení živých buněk tak, 

že použijeme vitální barviva s nízkou toxicitou (Trypan Blue) naředěnou v izotonickém 

roztoku o koncentraci 0,10,5 %. Molekuly barviva dobře pronikají do intracelulárního 

prostředí živých buněk na rozdíl od mrtvých, kde obarvují jejich cytoplazmu. Živé 

buňky jsou schopny barvivo vyloučit aktivním transportem přes cytoplazmatickou 

membránu a zůstávají tak bez pigmentu [29]. 

2.5 Metoda stanovení HGF 

Pro analýzu obsahu HGF se využilo kondicionované médium, které bylo odebráno 

po 24 hodinách kultivace. Kondiciované médium vzniká po sklizení kultivovaných 

buněk. MSC pocházející z Whartonova želé a z kostní dřeně byly kultivované v médiu 

bez PL, aby se detekovaly faktory uvolňované specificky pomocí MSC, spíše než 

přítomné v doplňku PL (N = 3 ve dvou duplikátech pro každou tkáň izolace MSC).   

Stručně, MSC v pasáži 3 byly naočkovány při hustotě 4000 buněk / cm
2
 

a kultivovány v CCM na 80% konfluenci. Poté bylo kultivační médium odstraněno 

a po 3 promytích PBS nahrazeno α-MEM bez PL. Po 24 hodinách bylo kondicionované 

médium shromážděno a odstředěno při 1500 ot. / min po dobu 10 minut, filtrováno 

přes 0,22 µm filtr a okamžitě skladováno při -80 °C. Koncentrace HGF byly hodnoceny 

pomocí multiplexního imunologického testu ProcartaPlex® na bázi Luminex® (Thermo 

Fisher Scientific Inc). Všechny vzorky byly analyzovány dvakrát. Všechny experimenty 

byly opakovány třikrát s různými dárci. Data byla získána pomocí přístroje Luminex® 

200 ™ (EMD Millipore, Billerica, MA, USA). 
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2.6 Kryokonzervace buněk 

Kryokonzervace umožňuje šetrně a dlouhodobě uchovat eukaryotické buňky 

pro případ opětovného použití. V hlubokomrazících boxech lze uchovávat buňky pouze 

několik měsíců, pro dlouhodobé skladování (mnoho let) využíváme speciální kryotanky, 

v nichž je chladící médium kapalný dusík. K zabránění destrukčních mechanismů 

při kryokonzervaci využíváme kryoprotektivní látky (CPA), které vytěsňují a nahrazují 

většinu vody [29]. 

Kryokonzervace MSC byla připravena metodou pomalého chlazení. Metoda byla 

provedena tak, že MSC byly v suspenzi centrifugovány, supernatant byl odstraněn 

a k MSC byl přidán 100% PL, který obsahoval 110% DMSO, aby se získala hustota 

1·10
6
 buněk na 1 ml. Buňky byly pipetovány do kryogenních zkumavek po 200 µl 

a zkumavky pečlivě popsány. Rychlost chlazení byla 1°C / min až do -80 °C, s použitím 

mrazicí nádoby Nalgene® Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Dánsko), 

která je uvnitř naplněna izopropylalkoholem, držák zkumavek brání přímému kontaktu 

s alkoholem.  

Zmrazovací kontejner byl nejprve uložen do hlubokomrazícího boxu a poté byly 

kryogenní zkumavky ponořeny do tekutého dusíku (-196 °C). Kryogenní zkumavky 

byly skladovány v kryotanku po dobu jednoho měsíce a rozmrazeny ve vodní lázni 

při 37 °C před dalšími studiemi. 

2.7 Porovnání životaschopnosti před a po kryokonzervaci 

Životaschopnost MSC před a po hypotermickém skladování byla hodnocena 

pomocí testu integrity plazmatické membrány pomocí Trypan Blue. Při tomto barvení 

v případě porušené nebo mrtvé buňky dochází k pronikání modré barvy 

přes cytoplazmatickou membránu do buňky na rozdíl od intaktní cytoplazmatické 

membrány, kdy neproniká žádná barva a buňka zůstane čirá.  

Buněčná suspenze byla naředěna 0,4% roztokem Trypan Blue 

(Sigma-Aldrich, USA) v PBS v poměru 1:1 a buňky byly spočítány v Bürkerově 

komůrce pomocí standardního protokolu. Míra přežití byla vyjádřena jako procento 

životaschopných nezbarvených buněk v suspenzi ve vztahu k celkovému počtu buněk 

počítaných v hemocytometru. 

Cytotoxicitu a množství živých buněk po kryokonzervaci lze také posoudit u MSC 

pomocí alamarBlue testu (Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Dánsko) za použití 

stejného vzorku před a po kryokonzervaci. Poškozené a mrtvé buňky mají nižší 

metabolickou aktivitu a tím produkují úměrně nižší signál než zdravé buňky, používán 

je jako indikátor zdraví buněk.  
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Stručný postup metody použití alamarBlue je, že obsah 50100 µl rozmrazené 

suspenze MSC (tj. 1·10
5
2·10

5
 buněk) byl umístěn bez jakékoli další manipulace 

do jamek 24-jamkové destičky (TPP, Švýcarsko), obsahující 1 - 2 ml α-MEM. Konečná 

koncentrace PL v médiu odpovídala 5%. Stanovení počtu živých MSC 

po kryokonzervaci bylo hodnoceno po 24 hodinách a 4 dnech rekultivace. MSC byly 

inkubovány po dobu 2 hodin v kultivačním médiu obsahujícím 10% AB. Hladina 

fluorescence sníženého AB byla hodnocena pomocí čtečky mikrodestiček TECAN 

GENios (Tecan Genios; Tecan, Rakousko) s excitační vlnovou délkou 550 nm a emisní 

vlnovou délkou 590 nm [25]. Hodnota AB byla použita jako poměr mezi fluorescencí 

experimentálního a slepého vzorku (bez buněk). Rychlost výtěžnosti byla počítána 

jako procentuální poměr mezi hodnotami AB buněk po kryokonzervaci ke stejným 

vzorkům před kryokonzervací. 

2.8 Stanovení metabolické a proliferační aktivity MSC před 
a po kryokonzervaci 

Po dobu 24 hodin metabolická aktivita MSC byla stanovena kultivací, následně 

bylo přidáno alamarBlue barvivo, aby se dosáhlo 10% koncentrace. Po 2 hodinách 

inkubace byla stanovena úroveň fluorescence sníženého AB pomocí čtečky 

mikrodestiček TECAN GENios (Tecan) s excitační vlnovou délkou 550 nm a emisní 

vlnovou délkou 590 nm. Jako hodnota AB byl použit poměr mezi fluorescencí 

experimentálního a slepého vzorku (stejné médium bez buněk). Data byla prezentována 

jako relativní fluorescenční jednotky (RFU) [25]. 

V několika experimentech, které odhalily účinek séra (PL) na metabolickou aktivitu 

MSC za různých podmínek, byly použity buňky z různých tkání. MSC byly 

expandovány po dobu 5 dnů v CCM a ošetřeny po dobu 2 hodin mitomycinem C 

(10 µg/ml) při 37 °C k zastavení proliferace buněk. Po rozsáhlém promytí CCM bylo 

médium změněno na CCM nebo PL bez žádných kultivačních doplňků. Za těchto 

podmínek byla metabolická aktivita MSC hodnocena po 24 hodinách, jak bylo popsáno 

dříve [25]. 

Proliferační index (PI) MSC byl stanoven poměrem AB fluorescence získaného 

5. den kultury k hodnotám AB stejné skupiny získaným 1. den kultury. Kultivace buněk 

probíhala za různých podmínek.  

2.9 Morfologie MSC kultivovaných na různých substrátech 

Morfologie MSC byla hodnocena inverzním mikroskopem s fázovým kontrastem 

(Nikon Eclipse TS 100). Pro lepší vizualizaci byly buněčné monomolekulární vrstvy 

obarveny Giemsa barvivem. Nejprve byly promyty PBS a fixovány 70% ethanolem 

po dobu 2030 minut. Po odstranění ethanolu byly MSC promyty v dH2O a bylo 
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přidáno Giemsovo barvivo, které bylo rozředěno v poměru 1:10 s dH2O. Po 5 minutách 

bylo odstraněno barvivo a MSC byly několikrát promyty v dH2O, poté lze hodnotit 

a pozorovat morfologii kultivovaných buněk pomocí mikroskopu. 

2.10 Kontaktní čočky jako nosiče pro kulturu MSC 

Abychom odhalili možnost použití kontaktních čoček jako buněčné nosiče, 

porovnali jsme adherenci MSC v závislosti na materiálových vlastnostech od různých 

výrobců kontaktních čoček. MSC byly nasazeny pomocí konvenční metody. Kontaktní 

čočky byly umístěny jednotlivě do jamky ve 24-jamkové destičce. Do každé jamky byl 

připraven 1 ml kultivačního média α-MEM obsahujícího buď 10% FBS nebo 5% PL, 

důležité bylo, aby kontaktní čočka byla zcela ponořena a nedocházelo tak k vysychání. 

Po přibližně jedné hodině byly MSC (1·10
5
) nasazeny na čočku a kultivovány po dobu 

24 hodin za standardních podmínek. 

Po 24 hodinách kultivace byly kontaktní čočky přeneseny do prázdných jamek 

24jamkové destičky, aby se odstranily buňky, které byly přilnuty na dně jamek 

k plastu. Metabolická aktivita buněk byla stanovena AB testem, jak bylo popsáno 

již výše. Poté byla pozorována morfologie buněk pomocí inverzní fázové kontrastní 

mikroskopie a MSC byly ponechány v kultuře pro vyhodnocení proliferační kapacity 

na kontaktních čočkách během dalších 3 dnů. 

2.11 Stanovení životaschopnosti a morfologie buněk pomocí 
barvení LIVE/DEAD  

Pro zjištění životaschopnosti a morfologie buněk adherovaných na kontaktní čočku 

jsme použili soupravu testu LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Roskilde, Dánsko). Barvení poskytuje dvoubarevný test, který je založen 

na  fluorescenci. Současně totiž stanovuje počet živých a mrtvých buněk pomocí 

dvou sond, které měří intracelulární esterázovou aktivitu a integritu plazmatické 

membrány [40].  

Nitrobuněčná esterázová aktivita je přítomná v živých buňkách, může být 

stanovena enzymatickou přeměnou nefluorescenčního calceinu AM na silně 

fluorescenční calcein AM. Calcein je dobře zachycován v živých buňkách, excitován 

je při 494 nm a emitován při 517 nm tak, že vydává zelenou barvu. Druhou složkou 

je Ethidium homodimer-1, který působí na poškozené membrány a vzniká tak 40ti 

násobné zvýšení fluorescence (excitace 528 nm a emise 617 nm), čímž se vytvoří jasně 

červená barva [40]. 

 Po 24 hodinové kultivaci MSC na vhodné kontaktní čočce jsme odebrali 

kondiciované médium. Přidali jsme Calcein AM obsažen v HBSS a po 10-20ti minutách 

jsme pozorovali buňky pomocí fluorescenčního mikroskopu a výsledky jsme vyfotili. 
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2.12 3D návrh a tisk uzavřeného systému pro aplikaci 
a kultivaci MSC na kontaktní čočce 

Pro klinické využití a zjednodušení byla navržena uzavřená komora, ve které by 

docházelo ke kultivování MSC. Návrh 3D modelu kultivační komory byl proveden 

pomocí online otevřené platformy Tinkercad (www.tinkercad.com). Modely byly 

exportovány jako soubory STL, upraveny pro tisk v softwaru Creality Slicer (Cura, 

Čína) a vytištěny pomocí tiskárny 3D Creality Ender 3 s použitím kyseliny polymléčné 

(PLA). PLA je polymerní tiskový materiál. 

Následná zhotovená kultivační komora byla navržena tak, aby mohla být v dalších 

studiích připojena k bioreaktoru a tím by mohlo dojít k dosažení lepší distribuce buněk 

na povrch kontaktní čočky. 

2.13 Kultivace MSC na kontaktní čočku v uzavřeném 
systému  

Sterilní komoru jsme vyjmuli z alkoholu a pomocí PBS jsme několikrát promyli 

všechny části. Sterilní kontaktní čočku jsme vyjmuli z blistru a umístili ji do uzavřeného 

systému a zavřeli. Pomocí injekční stříkačky jsme přidali α-MEM a nechali jsme 

1 hodinu kontaktní čočku ponořenou v tomto médiu. Poté jsme přidali rozmražené 

WJ-MSC obsahující PL společně s kultivačním médiem (α-MEM) a nechali jsme 

kultivovat v inkubátoru. Poté jsme změřili proliferační aktivitu po 24 hodinách 

a následně po 3 dnech kultivace v inkubátoru. 

2.14 Princip kultivace buněk v bioreaktorech 

Bioreaktory jsou sofistikované systémy pro řízený růst buněčných linií, kde 

můžeme dosáhnout navýšení objemu buněčných kultur. Bioreaktor si lze představit jako 

velkokapacitní tank, jehož konstrukce dovoluje komplexně regulovat podmínky 

a průběh celé kultivace. Uvnitř systému dochází k proudění média (přísunu nového 

media, odčerpání starého obsahující produkty metabolismu), rovnoměrný ohřev 

i prokysličení vnitřního obsahu, upravení pH. Pro zjednodušení fungování přístroje jsou 

faktory ovlivňující růst udržovány v optimálních mezích a je regulován pouze přísun 

nutričních látek (glutamin). Bioreaktory můžeme dělit na míchací nebo perfuzní [29]. 

Míchací bioreaktory jsou určené převážně pro suspenzní způsob kultivace. Reaktor 

STR (stirred tank reactor) je jeden z nejrozšířenějších typů míchacích bioreaktorů. 

Konstrukčně je lze přirovnat ke spinnerové lahvi, ale ve větším provedení, pohyb 

obstarávají mechanické agitátory [29]. U perfuzních bioreaktorů medium může být 

promícháváno pomocí otáčení lopatek, ale je upřednostněn princip laminárního 

proudění média. Při použití tohoto systému je vhodné, aby se kapalina pohybovala 
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jedním směrem bez víření, a proto cirkulaci často zabezpečují čerpadla nebo je použito 

většího množství vháněného vzduchu, který probublává z dolní části tanku [29].  

Při použití tohoto systému může docházet ke zdokonalení distribuce buněk 

na scaffold a k zlepšení růstu buněk z důvodu zvýšené dostupnosti živin a aplikace 

mechanické stimulace [41]. 

2.15 Statistická analýza 

Data jsou prezentována jako průměr ± průměrná standardní chyba (SEM). Každý 

experiment byl připraven v duplikátech alespoň se dvěma opakováními. Statistická 

analýza byla připravena za použití Mann-Whitneova neparametrického testu 

a považována za významnou s p <0,05 [25]. 
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3 Výsledky 

V následujících kapitolách jsou chronologicky uspořádány výsledky. Nejprve jsme 

se zaměřili na zvolení vhodného zdroje mezenchymálních kmenových buněk. Určující 

pro nás byla proliferační aktivita, metabolická aktivita za různých podmínek a sekrece 

růstového faktoru hepatocytů. Pro uchování buněk jsme provedli kryokonzervaci 

za pomoci DMSO. Z důvodu toxicity DMSO jsme do pokusu zvolili odlišné 

koncentrace DMSO a zjišťovali jsme životaschopnost a míru přežití buněk 

po rozmrazení, abychom získali nejbezpečnější a nejvhodnější koncentraci této látky. 

Poté jsme zacílili na nalezení materiálu kontaktních čoček, kde dojde k adhezi 

buněk a bude dodržena správná morfologie buněk. Následně jsme navrhli komoru 

pro uzavřený systém a pomocí 3D tisku tuto komoru vyrobily. Na závěr jsme porovnali 

hodnoty proliferace WJ-MSC kultivovaných na plastovém povrchu a na kontaktní čočce 

z uzavřeného systému.  

3.1 Porovnání metabolické aktivity a proliferace MSC 
pocházející z BM a WJ  

V úvodní části studie jsme se pokusili vybrat zdroj MSC pro další zkoumání 

a vhodné podmínky pro kultivaci buněk. Aplikované buňky z lidské kostní dřeně 

(BM-MSC) nebo Whartonova želé (WJ-MSC) musí být v souladu s minimálními 

kritérii pro MSC navržené Mezinárodní společností pro buněčnou terapii (ISCT). 

Minimální kritéria pro MSC byla dříve potvrzena na Katedře biomateriálů 

a biofyzikálních metod Ústavu experimentální medicíny Akademie věd České 

republiky.  

Zde jsme analyzovali proliferaci a metabolickou aktivitu MSC v závislosti 

na kultivačních podmínkách. Vybrali jsme fetální hovězí sérum (FBS) jako doplněk 

klasického kultivačního média a lidský destičkový lyzát (PL) jako alternativní doplněk 

pocházející z člověka. Při klinické kultivaci MSC pro regenerativní medicínu je vhodné 

využít PL. 

3.1.1 Stanovení proliferační aktivity MSC v kultivačním médiu 

obsahující FBS a PL  

Na Obr. 3.1 je znázorněn proliferační index (PI), kde můžeme pozorovat, že PI 

WJ-MSC byl významně vyšší ve srovnání s BM-MSC nezávisle na kultivačních 

podmínkách s použitím FBS nebo PL jako doplněk kultivačního média.  
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Nicméně proliferace BM-MSC se lišila v závislosti na kultivačních podmínkách. 

Médium založené na PL zajistilo vyšší PI ve srovnání s médiem na bázi FBS. Získané 

výsledky na BM-MSC potvrzují další studie, které ukazují mimořádnou schopnost PL 

stimulovat proliferaci MSC. 

 

 

Obr. 3.1: Proliferační index BM-MSC a WJ-MSC s odlišnými kultivačními podmínkami. 

Zdroj: vlastní 

 

Symbol * značí statisticky významný rozdíl (p<0.05) ve srovnání s BM-MSC. 

Symbol # označuje hodnoty významně nižší ve srovnání s BM-MSC, kultivované v médiu 

založeném na PL.  

3.1.2 Metabolická aktivita MSC v reakci na stresové podmínky 

(médium bez sérových doplňků / PL) 

Je známo, že transplantace buněk je doprovázena řadou stresových faktorů, včetně 

omezeného přísunu živin. Reakce buněk na takové faktory během alespoň prvních 

24 hodin může částečně zabránit počátečním terapeutickým účinkům buněk po injekci. 

V této části jsme hodnotili odpověď BM-MSC nebo WJ-MSC na médium bez 

kultivačního séra (bez FBS nebo PL). Dále jsme se zaměřili na analýzu rozdílů možné 

odpovědi na médium bez séra v závislosti na podmínkách použitých pro buněčnou 

expanzi. 

Za účelem stanovení, zda hladina séra ovlivňuje celkovou metabolickou aktivitu, 

byly MSC z různých zdrojů expandovány během 5 dnů v kompletním kultivačním 

médiu (FBS nebo PL) a ošetřeny mitomycinem C, aby se zastavila proliferace buněk. 

Následně bylo znovu změněno médium a to buď obsahovalo PL nebo bylo bez séra 

a jakýkoliv doplňků. Po 24 hodinách byla metabolická aktivita buněk stanovena 

barvením alamarBlue (Obr. 3.2 – 3.5). 

# 

* * 

0

1

2

3

4

5

6

7

Fetální hovězí sérum (FBS) Destičkový lyzát (PL)

P
ro

lif
er

ač
n

í i
n

d
ex

 

Proliferační index 

BM-MSCs WJ-MSCs



  

38 

 

 

Obr. 3.2: Metabolická aktivita BM-MSC po 24 hodinách, kultivace v kompletním médiu (FBS) 

a v médiu bez kultivačního séra  

 

Symbol * značí, že jsou hodnoty statisticky významně nižší (p <0,05) ve srovnání s kompletním 

médiem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.3: Metabolická aktivita BM-MSC po 24 hodinách, kultivace v kompletním médiu (PL) 

a v médiu bez kultivačního séra 

 

Symbol * značí, že jsou hodnoty statisticky významně nižší (p <0,05) ve srovnání s kompletním 

médiem. 

Bylo zjištěno, že nepoužití kultivačního séra mělo za následek významné snížení 

metabolické aktivity BM-MSC nezávisle na primárním expanzním médiu (na bázi FBS 

Obr. 3.2 nebo na bázi PL Obr. 3.3). Nicméně výraznější inhibice metabolické aktivity, 

kde nastalo téměř dvojnásobné snížení, bylo u BM-MSC, buňky byly expandovány 

ve FBS (Obr. 3.2). Podobná dynamika byla pozorována u kultur WJ-MSC.  
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Obr. 3.4: Metabolická aktivita WJ-MSC po 24 hodinách, kultivace v kompletním médiu (FBS) 

a v médiu bez kultivačního séra 

 

Symbol * značí, že jsou hodnoty statisticky významně nižší (p <0,05) ve srovnání s kompletním 

médiem 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 3.5: Metabolická aktivita WJ-MSC po 24 hodinách, kultivace v kompletním médiu (PL) 

a v podmínkách hladovějícího séra 

 

Po počáteční expanzi WJ-MSC v médiu založeném na FBS jsme pozorovali 30% 

pokles metabolické aktivity v reakci média bez sérového doplňku (Obr. 3.4). Zatímco 

expanze v médiu PL zcela zabránila změně metabolické aktivity buněk a nepřímo 

potvrdila úplné zachování životaschopnosti buněk ve stresových podmínkách 

(Obr. 3.5). 
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Na základě těchto výsledků můžeme dojít k závěru, že BM-MSC jsou citlivější 

na stresové prostředí ve srovnání s WJ-MSC. Navíc podmínky růstu a doplňky 

kultivačního média mohou významně ovlivnit proliferaci a metabolickou aktivitu 

buněk. Aplikace lidského destičkového lyzátu během buněčné expanze poskytla 

zlepšené udržování metabolické aktivity MSC, u kterých nebylo sérum ani jakýkoliv 

jiný doplněk. Z tohoto důvodu byly tyto kultivační podmínky vybrány pro další studie. 

3.1.3 Sekrece růstového faktoru hepatocytů u MSC pocházejících 

z BM a WJ 

Studovali jsme obsah růstového faktoru hepatotocytů (HGF) v kondiciovaném 

médiu produkovaném kulturami MSC během 24 hodin, abychom mohli porovnat 

potenciál MSC v závislosti na zdroji jejich izolace pro regeneraci rohovky. 

Kondiciované médium vzniká po sklizení kultivovaných buněk, obsahuje metabolity, 

růstové faktory a proteiny extracelulární matrix vylučované kultivovanými buňkami. 

HGF neboli scatter factor (SF) se skládá z α řetězce o velikosti 69 kDa a β řetězce 

o velikosti 34 kDa spojených disulfidovou vazbou. Kromě podpory růstu hepatocytů 

HGF vykonává mnoho funkcí, jako je usnadnění růstu, migraci a morfogeneze různých 

typů buněk. Již dříve bylo prokázáno, že HGF působí po poškození epitelu rohovky 

společně s růstovým faktorem keratinocytů (KGF) a přispívají tak k reepitelizaci 

prostřednictvím jejich jednotlivých receptorů exprimovaných v epitelových buňkách 

(parakrinní růstový faktor) [42]. Kromě toho HGF usnadňuje migraci epiteliálních 

buněk rohovky [43,44], proliferaci [45,46] a inhibuje apoptózu [46,47]. Protože v naší 

studii se zaměřujeme na zlepšení terapeutických přístupů pro regeneraci rohovky, může 

sekrece HGF sloužit jako další základ pro výběr vhodného zdroje MSC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.6: Množství HGF v kondiciovaném médiu produkovaném BM-MSC a WJ-MSC během 

24 hodin. 

 

Symbol * značí, že jsou hodnoty statisticky významně nižší (p <0,05) ve srovnání s WJ-MSC. 
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Zjistili jsme pozoruhodný rozdíl v sekreci HGF pomocí BM-MSC a WJ-MSC 

(Obr. 3.6). Úroveň HGF detekovaná v kondiciovaném médiu WJ-MSC byla přibližně 

9krát vyšší než v BM-MSC a obsahovala 22,9 ± 2,4 ng/ml. 

Mělo by být zdůrazněno, že kondicionované médium bylo připraveno v médiu bez 

obsažení sérových doplňků (bez PL nebo FBS), napodobující drsné podmínky in vivo. 

Z tohoto důvodu, na základě proliferační kapacity, citlivosti na změny prostředí bez 

použití kultivačního séra, sekrece HGF, lze WJ-MSC považovat za slibný typ buněk 

pro regeneraci rohovky, a proto byly WJ-MSC zvoleny pro další studie. 

3.2 Kryokonzervace roztoků WJ-MSC obsahující PL 
a různé koncentrace DMSO  

Široké použití MSC v aplikacích regenerativní medicíny vyžaduje vývoj vhodného 

kryokonzervačního protokolu. Účinné skladování buněk před použitím je nutné 

pro potvrzení bakteriální a virové bezpečnosti buněk, jejich identity a čistoty (tj. studie 

kontroly kvality). Vzhledem k alogenitě WJ-MSC lze aplikaci vhodné kryokonzervační 

strategie považovat za jeden z hlavních faktorů, který poskytuje účinné 

a reprodukovatelné výsledky v klinických studiích.  

V následující části jsme posoudili životaschopnost, přichycení a regeneraci WJ-

MSC po kryokonzervaci. Zaměřili jsme se na klinickou kompatibilitu kryokonzervační 

metody, aplikaci lidského destičkového lyzátu jako hlavní základní médium.  

Jelikož je známá toxicita DMSO při vysokých koncentracích, je možné vyhnout se 

použití DMSO, a nebo alespoň snížit toxickou koncentraci, což je důležitý bod 

v buněčném uchovávání pro klinické využití. Předpokládali jsme, že aplikace PL jako 

základní složky kryoprotektivního roztoku spolu s dříve prokázanou rezistencí WJ-MSC 

vůči stresovým faktorům může umožnit snížení koncentrace DMSO potřebné 

pro kryokonzervaci. Použili jsme nemycí přístup (tzn., že jsme neodstranili DMSO 

po rozmrazení), abychom potvrdili možnost využití MSC v klinických aplikacích. 

Navíc, protože jsme dříve ukázali, že PL je velmi silný mitogen pro MSC, ihned 

po rozmrazení byly buňky přidány do kultivačních nádob bez manipulace a PL 

v kryoprotektivním médiu navíc působil jako doplněk buněčné kultury. Životaschopnost 

WJ-MSC po kryokonzervaci byla vyhodnocena okamžitě barvením pomocí Trypan 

Blue (Obr. 3.7). 
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Obr. 3.7: Životaschopnost WJ-MSC po kryokonzervaci v PL, obsahující různé koncentrace 

DMSO (barvení Trypan Blue ihned po rozmrazení). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.8: Míra přežití WJ-MS C po kryokonzervaci v PL, obsahující různé koncentrace DMSO 

(barvení alamarBlue po 24 hodinové rekultivaci). 

 

Symbol * značí, že jsou hodnoty 1% a 2% koncentrace statisticky významně nižší (p <0,05) 

ve srovnání s 5% a 10% koncentrací DMSO. 

Bylo zjištěno, že po obarvení Trypan Blue byla velmi vysoká integrita membrány 

po kryokonzervaci s užitím 2% koncentrace DMSO nebo vyšší. Při 1% koncentraci 

DMSO byla životaschopnost 65 ± 18%. Data získaná okamžitě po rozmrazení a použití 

pouze jednoho parametru (integrita membrány) však mohou vykazovat nadhodnocené 

výsledky, protože je známo, že apoptotické procesy, ke kterým může dojít během 

kryokonzervace, přetrvávají přibližně 24 hodin po návratu buněk do fyziologických 
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podmínek (tj. buněčná kultura). Detekce míry přežití MSC po kryokonzervaci skutečně 

ukázala zcela odlišné výsledky (Obr. 3.8), které byly významně nižší ve srovnání 

s životaschopností buněk hodnocenou barvením Trypan Blue bezprostředně 

po rozmrazení. 

Míra přežití WJ-MSC po kryokonzervaci s použitím 1% koncentraci DMSO v PL 

obsahoval pouze 6 ± 1%. Přidání 2% DMSO do kryoprotektivního média zajistilo 

66 ± 3% regeneraci buněk, avšak aplikace 5% a 10% poskytla podobné výsledky 

přibližně 80% regeneraci. Morfologie WJ-MSC po kryokonzervaci je uvedena 

na Obr. 3.9. 
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Obr. 3.9: Morfologie WJ-MSC po kryokonzervaci v PL obsahující různé koncentrace DMSO, 

(mikroskopie s fázovým kontrastem, 24 hodin po rekultivaci) 

Zdroj: vlastní 
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Počet životaschopných buněk přichycených k povrchu plastové kultivační nádoby 

se významně lišil v závislosti na kryoprotektivním médiu použitém ve studii, což 

potvrzuje hodnoty míry přežití buněk. Ve skupině 1% DMSO bylo detekováno nejnižší 

množství adherovaných buněk. Mezi skupinami 5% a 10% DMSO však nebyly žádné 

vizuální rozdíly. Přítomnost DMSO významně neovlivnilo chování buněk během 24 

hodinové kultivace. 

Z toho vyplývá, že aplikace kryoprotektivního média, složeného z lidského 

destičkového lyzátu a 5% DMSO, tedy zajišťuje vysokou životaschopnost a míru přežití 

WJ-MSC po kryokonzervaci, což zaručuje jejich dostupnost přímo pro aplikace 

regenerativní medicíny. 

3.3 Adherence a morfologie WJ-MSC na široké spektrum 
kontaktních čoček 

Dodávání MSC na poškozenou rohovku pro podporu regenerace je klíčovým 

faktorem pro dosažení terapeutického účinku. Ačkoliv je v současnosti známo mnoho 

přírodních a syntetických materiálů zajišťující dodávání buněk, jen málo z nich je 

schváleno regulačními agenturami pro použití v klinických studiích. Z pohledu klinické 

aplikace může použití kontaktních čoček certifikovaných pro oční použití, poskytnout 

mnoho výhod při převodu výsledků základního výzkumu směrem k praxi.  

V současné době je na trhu k dispozici široká škála kontaktních čoček vyráběných 

z různých materiálů (silikon nebo silikonhydrogel) s rozdílnými vlastnostmi (například 

poměr vody a polymeru). 

3.3.1 Screening kontaktních čoček s různými vlastnostmi 

V následující části jsme zhodnotili kontaktní čočky od různých výrobců s odlišnou 

optickou mohutností a materiálem (Tabulka 3.1). Hlavním záměrem byla adheze 

a zachování správné morfologie WJ-MSC, aby mohly být použity kontaktní čočky 

jako nosiče pro dodávání buněk při regeneraci rohovky. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

45 

 

Tabulka 3.1: Výrobní hodnoty kontaktních čoček  

Název 

kontaktní 

čočky 

Název firmy Poměr materiálu a vody Materiál 

Optická 

mohutnost 

(D) 

Acuvue 

Oasys  

Johnson & 

Johnson 
Senofilcon A + 38 % H2O silikonhydrogel -1,00 

Acuvue 

True Eye  

Johnson & 

Johnson 
Narafilcon A + 46 % H2O silikonhydrogel -1,75  

Acuvue 

Moist  

Johnson & 

Johnson 
Etafilcon A + 58 % H2O hydrogel 

-1,25/-0,75 

/160 

Dailies 

Plus  
Alcon 31 % Nelfilcon + 69 % H2O hydrogel 

-1,25/-

0,75/70 

Air Optix  Alcon 67 % Lotrafilcon B + 33 % H2O silikonhydrogel -2,50 

Biofinity  Coper Vision 52 % Comfilcon A + 48 % H2O silikonhydrogel +3,25 

Proclear  Coper Vision 38 % Omafilcon A + 62 % H2O hydrogel -1,25 

Avaira  Coper Vision 54 % Enfilcon A + 54 % H2O silikonhydrogel +1,25 

 

Pro posouzení schopnosti kontaktních čoček podporovat adherenci buněk bylo 

100 µl obsahujících 1·10
5
 WJ-MSC nasazeno na kontaktní čočky a kultivováno během 

24 hodin, poté byla morfologie buněk hodnocena mikroskopicky. Bylo zjištěno, 

že z osmi studovaných materiálů pouze jeden (Air Optix, Alcon) zajistil adherenci, 

šíření a distribuci WJ-MSC na povrchu kontaktní čočky (Obr. 3.10). 
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Acuvue Oasys Acuvue True Eye Acuvue Moist 

   

Dailies Plus Air Optix Biofinity 

  

 

Proclear Avaira  

Obr. 3.10: Morfologie WJ-MSC na různých kontaktních čočkách po 24 hodinách kultivace 

Zdroj: vlastní 

 

Na všech ostatních kontaktních čočkách tvořily WJ-MSC sféroidní agregáty, což 

potvrzuje nízkou přilnavost k jejich povrchům. Podrobnější analýza WJ-MSC 

na čočkách Air Optix potvrdila zachování morfologie a životaschopnosti a byla 

hodnocena pomocí barvení LIVE / DEAD (Obr. 3.11). 
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A B 

Obr. 3.11: Morfologie (A - fázová kontrastní mikroskopie) a životaschopnost (B - LIVE / 

DEAD test) WJ-MSC na kontaktní čočce Air Optix po 24 hodinách kultivace. 

Zdroj: vlastní 

 

Předpokládali jsme, že rozdílná přilnavost buněk může být spojena s různými 

poměry vody v polymeru (Tabulka 3.1), ale protože přesné složení materiálu čočky není 

výrobcem poskytováno, přesné příčiny zůstávají neznámé. 

 

3.3.2 Proliferace WJ-MSC na kontaktních čočkách Air Optix 

s různými povrchovými úpravami 

Abychom dále potvrdili možnost použití kontaktních čoček Air Optix jako nosiče 

pro MSC, studovali jsme proliferační kapacitu WJ-MSC na kontaktních čočkách 

s různými povrchovými modifikacemi uvedenými v Tabulce 3.2.  

Tabulka 3.2: Výrobní hodnoty kontaktních čoček Air Optix od firmy Alcon  

Název kontaktní 

čočky 

Název 

firmy 
Poměr materiálu a vody Materiál 

Optická 

mohutno

st (D) 

Air Optix – EX Alcon 76 % Lotrafilcon  A+ 24 % H2O silikonhydrogel -5,5 

Air Optix - 

Hydraglyde 
Alcon 67 % Lotrafilcon B + 33 % H2O silikonhydrogel -7,75 

Air Optix - Aqua Alcon 67 % Lotrafilcon B + 33 % H2O silikonhydrogel -3,5 

Air optix – 

Astigmatism 
Alcon 67 % Lotrafilcon B + 33 % H2O silikonhydrogel 

+1,25/-

0,75/180 
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Proliferační aktivita byla hodnocena barvením alamarBlue (Obr. 3.12). Bylo 

zjištěno, že jedna skupina kontaktních čoček (tj. Air Optix) obsahuje odlišné 

materiálové modifikace, které významně ovlivňují přichycení a proliferaci WJ-MSC 

během kultivace. 

 

 

Obr. 3.12: Hodnocení proliferace WJ-MSC na různých typech kontaktních čoček Air Optix 

(kultivovaných během 3 dnů) 

 

Kontaktní čočky Air Optix Aqua a Air Optix Astigmatism poskytovaly lepší 

počáteční přichycení buněk (hodnoceno 1. den) a další proliferaci, která se nelišila 

od monovrstvé kultury buněk na povrchu plastové kultivační nádoby (TCP).  

Po dokončení této části výzkumu nám bylo umožněno vybrat nejvhodnější typ 

a modifikaci kontaktních čoček pro další použití jako nosiče WJ-MSC při aplikacích 

regenerativní medicíny. 

3.4 Vývoj uzavřeného systému pro nasazení a kultivaci 
čerstvých a kryokonzervovaných MSC na kontaktních 
čočkách  

V předchozí části studie jsme vybrali zdroj buněk (WJ-MSC), kultivační podmínky 

založené na PL, klinicky vyhovující kryokonzervační podmínky s nižší koncentrací 

DMSO a vhodný typ kontaktních čoček, které mohou sloužit jako nosič pro dodání 

buněk. Konečná příprava buněk k transplantaci však může přinést významné výzvy, 

protože za obvyklých podmínek by mělo být zpracování buněk prováděno ve sterilním 

prostředí. Buňky by tudíž měly být rozmrazeny, naočkovány na kontaktní čočky 
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a transportovány na kliniku pro další použití. Takový postup je nejen velmi nákladný 

a náročný na práci, ale také může vyvolat pochybnosti o dřívějších studiích kontroly 

kvality, protože s buňkami bylo dodatečně manipulováno.  

Všechny tyto problémy mohou významně snížit klinický význam výsledků 

výzkumu. Jedno z možných řešení, jak překonat tato omezení, může být založeno 

na vývoji uzavřeného systému pro nasazení buněk, krátkodobé kultivace a přepravy. 

V ideálních podmínkách by takový systém nemusel být přímo zapojen laboratorním 

zařízení a nepotřeboval by kvalifikovaný personál. Vývoj takového systému může 

uzavřít smyčku současné studie a spolu s dalšími získanými údaji poskytnout významný 

dopad na regenerativní medicínu oka.  

3.4.1 Vývoj návrhu uzavřeného systému 

Při návrhu komory jsme zvažovali několik hlavních parametrů: 

1. Komora by měla být uzavřena (zajištění sterility systému). 

2. Schopnost poskytnout sterilní CO2 během kultivace v případě potřeby. 

3. Přizpůsobit spodní plochu pro tvar kontaktní čočky. 

4. Dostatečný počet vstupů a výstupů pro nasazení buněk a výměnu 

médií, které by bylo kompatibilní se standardními zdravotnickými 

prostředky pomocí adaptérů Luer-lock. 

5. Zajistit dostačující objem média pro kultivaci buněk po dobu 1-3 dnů. 

6. Jednorázové použití a levná výroba. 

 

Pro vytvoření 3D návrhu uzavřené komory pro kultivaci buněk byla použita online 

volně přístupná platforma Tinkercad (www.tinkercad.com). Při tvorbě komory jsme se 

snažili zahrnout všechny již zmíněné parametry.  

Nejprve došlo k navržení a vytisknutí komory pro dvě až tři kontaktní čočky. 

Průhlednost víčka by zajišťovala snadnou kontrolu kontaktních čoček a buněk. 

Problémem ale bylo, že kontaktní čočka se při použití pohybovala a komora nebyla 

vhodná (Obr. 3.13). 
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Obr. 3.13: První návrh uzavřené komory pro očkování a kultivaci WJ-MSC  

Zdroj: vlastní 

 

Následoval návrh menší komory, kde na dně byly vytvořeny dva kroužky, kam by 

se kontaktní čočka umístila. Při zkoušce a aplikaci kultivačního média kontaktní čočky 

uvnitř komory nezůstávaly na místě (první uzavřena komora z levé strany na Obr. 3.14). 

Z tohoto důvodu se a vytvořila nová kultivační komora, kde se dno vymodelovalo 

ve sférickém tvaru. Na dně je vytvořen otvor, aby se buňky během kultivace mohly 

kontrolovat. Kontaktní čočka byla lépe umístěna a pro zajištění průtoku kultivačního 

média se vytvořila drážka u poslední komory na Obr. 3.14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.14: Vytištěné uzavřené komory pro očkování a kultivaci WJ-MSC na kontaktních 

čočkách 

Zdroj: vlastní 
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Z důvodu zjednodušení a zvýšení sterility byla navržena komora pouze pro jednu 

kontaktní čočku. Na dně nebyl vytvořen otvor pro kontrolu buněk během kultivace, 

protože při lepení skla na dno byl problém s dostatečnou pevností a současně s toxicitou 

lepidla pro MSC. Kulovitý tvar víčka a dno komory napomáhá udržet kontaktní čočku 

na místě během kultivace. Pro zajištění kompatibility se standartními zdravotnickými 

prostředky pro aplikaci kultivačního média a buněk bylo použito adapteru Luer-lock. 

Při kultivaci lze použití injekční stříkačku a aplikovat média sterilně dovnitř uzavřeného 

systému. Na Obr. 3.15 je 3D model návrhu kultivační komory pomocí platformy 

Tinkercad a na navazujícím Obr. 3.16 je kultivační komora vytisknuta 3D tiskárnou. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.15: Návrh uzavřené komory pro očkování a kultivaci pomocí platformy Tinkercad 

Zdroj: vlastní 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.16: Model uzavřeného systém pro očkování a kultivaci WJ-MSC na kontaktních 

čočkách 

Zdroj: vlastní 



  

52 

 

3.4.2 Sestrojení uzavřeného systému pro nasazení a kultivaci WJ-

MSC 

Pro kultivaci WJ-MSC jsme sestavili vytištěnou uzavřenou kultivační nádobu 

pro kontaktní čočky (Obr. 3.17), přidali jsme adaptéry Luer-lock společně s filtrem. 

Následně jsme kultivovali buňky v uzavřeném systému v inkubátoru. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.17: Složení uzavřené komory pro nasazení a kultivaci WJ-MSC na kontaktní čočku 

Zdroj: vlastní 

3.5 Hodnocení metabolické aktivity na kontaktních čočkách 
v uzavřeném systému a na TCP 

Pro posouzení potenciálu použití navrženého 3D systému pro nasazení a kultivaci 

WJ-MSC na kontaktní čočky jsme studovali metabolickou aktivitu kryokonzervovaných 

buněk. Pro posouzení metabolické aktivity kryokonzervovaných WJ-MSC jsme zvolili 

1. a 4. den kultivace, vyhodnotili jsme pomocí testu alamarBlue.  

Rozdělili jsme kontaktní čočky do několika skupin, kde jedna část čoček byla 

nasazena a kultivována na standardní 24-jamkové destičce a druhá skupina v navrženém 

uzavřeném systému. Buňky použité jako kontrola pocházely ze stejných 

kryokonzervovaných buněk a byly nasazeny na plastový kultivační povrch nádoby 

(TCP). Na obr. 3.18 je porovnání metabolické aktivity mezi těmito skupinami buněk.  
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Obr. 3.18: Metabolická aktivita WJ-MSC v 1. a 4. den kultivace na kontaktních čočkách 

nebo na plastovém kultivačním povrchu (TCP). 

 

První den kultivace (24 hodin po nasazení buněk) se metabolická aktivita WJ-MSC 

na kontaktních čočkách nelišila, v závislosti na kultivačních podmínkách (v jamkách 

kultivační destičky nebo v uzavřené komoře). Metabolická aktivita byla vyšší 

u WJ-MSC v jamkách TCP, což lze vysvětlit vyšší účinností nasazení buněk. Po dalších 

3 dnech kultivace se metabolická aktivita WJ-MSC zvýšila ve všech skupinách, 

nezávisle na kultivačních podmínkách. Vyšší úroveň fluorescence pomocí alamarBlue 

byla ve skupině kultivované TCP, tyto hodnoty mohou být vysvětleny díky větší 

povrchové ploše ve srovnání s polymerní čočkou. 

Vzniklé výsledky byly navíc potvrzeny morfologickým vyšetřením kultivovaných 

buněk na obr. 3.19. 
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A  

 

B 

  

C  

 

D 

  

E  F  

Obr. 3.19: Morfologie kultury WJ-MSC na kontaktních čočkách a TCP během 1. dne (A, C, E) 

nebo 4. dne (B, D, F). A, B - buňky kultivované na kontaktních čočkách v 24-jamkové destičce; 

C, D - kultivace buněk na kontaktních čočkách v uzavřené komoře; E, F - buňky kultivované 

na TCP. Použití fázově kontrastní mikroskopie. 

Zdroj: vlastní 
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Z obrázku 3.19 je vidět, že počet buněk po 4 dnech kultivace za jakýchkoli 

podmínek se významně zvýšil, čímž se na povrchu vytvořila kompaktní monovrstva 

na kontaktní čočce i TCP. Tyto výsledky potvrzují vhodnost použití navržené uzavřené 

komory pro vysetí a kultivaci WJ-MSC pro aplikace regenerativní medicíny. 
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4 Diskuse 

Cílem studie bylo zjištění koncepce využití multipotentních mezenchymálních 

stromálních buněk v regenerativní medicíně pro oftalmologii pomocí polymerních 

kontaktních čoček a uzavřeného kultivačního systému. 

Nejdříve jsme se zaměřili na nalezení vhodného zdroje MSC a podmínek 

pro kultivaci buněk. Zvolili jsme si tedy MSC pocházející z lidské kostní dřeně 

(BM-MSC) a z Whartonova želé z pupeční šňůry (WJ-MSC). Stanovili jsme 

proliferační aktivitu za použití fetálního hovězího séra (FBS) a destičkového lyzátu (PL) 

jako doplněk kultivačního média. Na základě vypracované rešerše jsme zjistili, 

že vhodnějším kultivačním sérem pro klinické využití je PL, protože není živočišného 

původu a hrozí tak menší imunologické riziko [14, 28]. Proliferační index byl 

významně vyšší u WJ-MSC, ve srovnání s BM-MSC aniž by byl ovlivněn doplňkem 

kultivačního média. Proliferace u BM-MSC byla ovlivněna kultivačními podmínkami, 

kde při použití PL byla proliferace vyšší než u FBS.  

Ve studii prováděné Kao a kol., zabývající se porovnáním diferenciačního 

potenciálu lidských mezenchymálních kmenových buněk pocházející z Whartonova 

želé, kostní dřeně a slinivky břišní lze zjistit, že WJ-MSC vykazovaly lepší proliferační 

a diferenciační potenciál než BM-MSC [48]. Ve stručném přehledu zabývajícím se 

buňkami z Whartonova želé se můžeme dočíst, že WJ-MSC mají větší schopnost 

expanze, rychlejší růst in vitro než BM-MSC [49]. Jestliže porovnáme zjištěnou 

proliferační aktivitu s výsledky výzkumů, můžeme říci, že se hodnoty shodují.  

Následně jsme provedli stanovení metabolické aktivity lišící se podmínkami 

kultivace. Při transplantaci buněk do organismu současně dochází k tvorbě stresových 

faktorů a nedostatečného zásobení živin. Z tohoto důvodu jsme se rozhodli pro srovnání 

metabolické aktivity za použití kultivačních médií obsahujících a neobsahujících 

kultivační séra. K významnému snížení metabolické aktivity u BM-MSC došlo při užití 

kultivačního média bez séra nezávislé na expanzním médiu (FBS nebo PL). Při použití 

FBS jsme pozorovali téměř dvojnásobné snížení metabolické aktivity. Metabolická 

aktivita u WJ-MSC za použití PL a FBS byla velmi podobná, na rozdíl od stresových 

podmínek, kdy kultivační sérum PL zcela zabránilo inhibici a tím tak nepřímo potvrdilo 

zachování životaschopnosti buněk. Na základě tohoto zjištění můžeme vyvodit, 

že WJ-MSC nejsou tak silně ovlivněny stresovým prostředím a výběrem doplňků 

kultivačního média a současně i podmínky růstu mohou významně ovlivnit proliferační 

a metabolickou aktivitu. Při použití destičkového lyzátu u buněk došlo ke zlepšenému 

udržení metabolické aktivity i ve stresových podmínkách, proto můžeme považovat PL 

za vhodný doplněk kultivačního média.  
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Růstový faktor hepatocytů má podobné parakrinní vlastnosti na epitel rohovky jako 

růstový faktor keratinocytů, a z tohoto důvodu se stal jedním z faktorů pro výběr 

vhodného zdroje MSC. Během pokusu jsme zjistili výrazný rozdíl v sekreci HGF 

v kondiciovaném médiu, které bylo připraveno bez sérových doplňků. Sekrece HGF 

byla u WJ-MSC výrazně vyšší (až 9krát) než u BM-MSC.  

Po stanovení proliferační a metabolické aktivity, citlivosti na změny prostředí 

a sekrece HGF můžeme konstatovat, že mezenchymální kmenové buňky pocházející 

z Whartonova želé jsou vhodným zdrojem pro regeneraci rohovky a proto jsou dále 

v práci vybrány a upřednostněny. 

Pro poskytnutí účinných a reprodukovatelných výsledků v klinických studiích je 

potřeba zvolit vhodný kryokonzervační postup, který zajišťuje bezpečné skladování 

buněk. Základním médiem byl destičkový lyzát společně s různými koncentracemi 

DMSO (1%, 2%, 5%, 10%). Podle předchozího zjištění, že životaschopnost WJ-MSC 

není ovlivněna stresovými podmínkami, by mohlo dojít ke snížení potřebné koncentrace 

DMSO. Životaschopnost a míra přežití buněk byla hodnocena barvením Trypan Blue. 

Životaschopnost zjištěná ihned po rozmrznutí byla u 1% koncentrace 65 ± 18%, u 2% 

koncentrace 93 ± 3% u koncentrace 5% a 10% byly hodnoty velmi podobné v průměru 

životaschopnost 96 ± 2%. Na rozdíl od měření míry přežití buněk hodnocené 

po 24 hodinách v kultivačním médiu. U 1% koncentrace míra přežití buněk byla 

6 ± 1%, u 2% koncentrace 66 ± 3% a průměr 5% a 10% 82 ± 13%. Významný rozdíl je 

způsoben apoptotickými procesy ke kterým dochází během 24 hodin po návratu buněk 

do kultivačního média. Mezi skupinami s 5% a 10% koncentrací nebyly přílišné rozdíly 

a dosahovaly nejvyšší životaschopnosti a míry přežití buněk, z tohoto důvodu jsme 

zvolili 5% koncentraci DMSO společně s destičkovým lyzátem jako vhodné 

kryoprotektivní médium.  

Novým přístupem kryokonzervace zajišťující dostupnost lidských multipotentních 

mezenchymálních stromálních buněk pro klinické aplikace se zabývala Rogulska a kol. 

Tato studie mimo jiné zahrnovala míru životaschopnosti MSC po kryokonzervaci 

při užití DMSO. Buňky jsou navíc doplněny o 0,2M sacharózy. Ve skupině 1% DMSO 

a 99% α- MEM byla míra životaschopnosti buněk 60,8 ± 3,9%, u koncentrace 2% 

DMSO byla 68,9 ± 4,2% u 5% koncentrace 79,6 ± 5,3% a 10% životaschopnost MSC 

se zvýšila na 85,6 ± 4,1%. Můžeme tedy porovnat výzkum Rogulska a kol [50] s našimi 

výsledky a konstatovat, že životaschopnost buněk při použití 5% a 10% koncentrace 

DMSO se významně neliší. Článek uvádí, že z důvodu apoptózy trvající 24 hodin 

po kryokonzervaci vyšetřují i míru přežití buněk, kde s přibývajícím množstvím 

koncentrace DMSO roste i počet živých buněk, ale přesné procentuální hodnoty v této 

studii nebyly zahrnuty [50]. 
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Jako vhodný biokompatibilní nosič pro WJ-MSC jsme zvolili kontaktní čočky, 

protože jsou již schváleny regulačními agenturami pro použití v klinických studiích 

a na trhu jich je velké množství. Pro experiment jsme vybrali různé kontaktní čočky 

lišící se poměrem materiálu a vody. Z 8 různých druhů pouze u typu Air Optix Aqua 

a Air Optix Astigmatism došlo k cílené adherenci a distribuci WJ-MSC na povrchu 

kontaktní čočky. Na zbývajících kontaktních čočkách došlo k vytvoření sféroidních 

agregátů, což potvrdilo nízkou přilnavost buněk k povrchu kontaktní čočky. 

Pro potvrzení vhodného materiálu kontaktní čočky jsme provedli druhý experiment, 

ve kterém jsme porovnali proliferační kapacitu WJ-MSC na různých typech kontaktních 

čoček z řady Air Optix. Zjistili jsme, že jednotlivé druhy se výrazně liší v proliferaci. 

Nejvhodnější kontaktní čočka ve srovnání s proliferací na povrchu plastové kultivační 

nádoby je Air Optix Aqua a Air Optix Astigmatism. Tyto kontaktní čočky byly dále 

využívány pro naše pokusy, protože jejich hodnoty proliferace buněk jsou téměř 

shodné. 

Další částí experimentu byl návrh uzavřeného systému, kde by mohlo docházet 

k nasazení a krátkodobé kultivaci buněk. Systém v budoucnu by mohl být využít 

pro klinické testování. Využití uzavřeného systému může zvýšit sterilitu prostředí, není 

potřeba kvalifikovaného personálu, protože aplikace buněk na kontaktní čočku je rychlá 

a jednoduchá, aniž by vyžadovala speciální laboratorní zařízení. Uzavřený systém byl 

navrhnut pomocí volně přístupné platformy Tinkercad a následně vytisknut na 3D 

tiskárně. Nalezení tvaru a parametrů pro nejlepší uzavřený systém předcházel určitý 

vývoj designu a pokusy kultivace buněk v těchto komorách.  

Na závěr jsme porovnali metabolickou aktivitu WJ-MSC na povrchu kontaktních 

čoček umístěných v 24-jamkovém plátu s kontaktními čočkami umístěnými v uzavřené 

komoře. Kontrolou nám byly WJ-MSC kultivované přímo na plastovém kultivačním 

plátu TCP. Metabolická aktivita z prvního dne se nelišila v závislosti na různých 

kultivačních podmínkách (jamek kultivační destičky nebo v uzavřené komory) ale byla 

vyšší v jamkách TCP, což mohlo nastat díky větší účinnosti nasazení buněk. Následně 

po 3 dnech bylo měření opakováno a metabolická aktivita nezávisle na kultivačních 

podmínkách byla zvýšena. Vyšší metabolická aktivita byla zaznamenána u skupiny 

buněk kultivovaných na TPC, což může být způsobeno větší povrchovou plochou ve 

srovnání s kontaktní čočkou. Pomocí fázové kontrastní mikroskopie byla provedena 

kontrola morfologie buněk.   

Výsledky získané v této práci potvrzují vhodnost použití navržené uzavřené 

komory pro nasezení a kultivaci WJ-MSC pro aplikace regenerativní medicíny. 

Aplikace a kultivace MSC v uzavřeném systému je jednoduchá natolik, že by mohla 

probíhat přímo v nemocnicích, čímž by se zvýšila sterilita aplikace.  
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Navržená uzavřená komora by mohla být v navazujících studiích připojena 

k bioreaktoru. Bioreaktor by mohl zajistit zdokonalenou distribuci buněk na kontaktní 

čočku a  zlepšit tak růst buněk z důvodu proudění kultivačního média.  

 



  

60 

 

5 Závěr 

 V rámci diplomové práce jsme se zabývali zjištěním postupů a metod při využití 

multipotentních mezenchymálních stromálních buněk aplikovaných na kontaktní čočky 

v uzavřeném systému na principu regenerativní medicíny v očním lékařství.   

Nejprve byl proveden experiment pro zjištění vhodného zdroje buněk. MSC 

odvozené z kostní dřeně mají nižší proliferační aktivitu a vyšší citlivost na stresové 

prostředí (tzn. bez použití séra) než buňky získané z Whartonova želé z pupečníkové 

šňůry. Sekrece růstového faktoru hepatocytů v koncipovaném médiu byla vyšší u buněk 

pocházejících z Whartonova želé než z kostní dřeně. Na základě zjištěných hodnot 

do experimentu byly použity MSC pocházející z Whartonova želé. 

Při kryokonzervaci životaschopnost a míra přežití WJ-MSC v kultivačním médiu 

obsahujícím destičkový lyzát a DMSO vzrostla úměrně ke koncentraci kryoprotektantu. 

Po kryokonzervaci s použitím 5% a 10% DMSO získané výsledky neměly významné 

rozdíly a proto byla dále využita 5% koncentrace DMSO. Během 24hodinové kultivace 

nebyl pozorován žádný nepříznivý účinek DMSO na životaschopnost buněk, což 

potvrzuje možnost přímo použít kryokonzervované MSC bez odstranění DMSO. 

Ze širokého rozsahu druhů testovaných kontaktních čoček pouze na druh Air Optix 

Aqua a Air Optix Astigmatism od výrobce Alcon obsahující poměr 67 % Lotrafilcon B 

a 33 % vody došlo k podpoře adheze, proliferace, zachování metabolické aktivity 

a morfologii MSC. 

Návrhem 3D designu a techniky 3D tisku byl vyvinut a testován uzavřený systém 

pro očkování a kultivaci MSC na polymerních kontaktních čočkách. Během 

experimentů s konceptem uzavřené komory byla potvrzena vhodnost navrženého 

systému pro nasazení a kultivaci kryokonzervovaných MSC. 

Celková získaná data umožňují zajistit okamžitou dostupnost kontaktních čoček 

naočkovaných buňkami a otevírají nové strategie pro široké použití multipotentních 

mezenchymálních stromálních buněk v oftalmologii za použití metod regenerativní 

medicíny.  
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