Oponentsky posudek disertacni prace
Autorka: MUDr. Anny Lenéové

Nazev disertacni prace: "Limbal stem cell transplantation and their utilization for
ocular surface reconstruction"

Predkladana disertacni prace je psand v anglickém jazyce a obsahuje 79 stran vlastniho textu a 4
pfiloZzené publikace, kde u jedné publikace je autorka uvedena jako prvni autor a u ostatnich jako
spoluautor.

Autorka ve své praci fesi vyznamnou problematiku pouziti transplantace limbalnich §tépu a limbainich
kmenovych bunék pfi rekonstrukci oéniho povrchu. V klinické praxi deficit limbalnich kmenovych
bunék (LSCD), vétdinou vznikly na zakladé zavazného poskozeni o&niho povrchu, znemoZiiuje
provedeni Usp&3né rohovkové transplantace, jelikoZ je postiZena pfirozena obnova rohovkového
epitelu z oblasti limbu. Takova rohovka se nemize spravné reparovat, pferusta spojivkovym epitelem
a tim ztrdci pruhlednost, coz muzZe vést az ke slepoté. Jedinou moZnosti |éEby totélni LSCD je
transplantace limbalniho $tépu nebo limbainich kmenovych bunék na poskozeny oéni povrch.

Ve své disertacni praci si MUDr. Anna Lencova stanovila celou fadu jasné vymezenych cil(i. Hlavnim
cilem bylo studium rekonstrukce poSkozeného oéniho povrchu pomoci alo- a xenotransplantace
limbalnich $tépl nebo limbalnich kmenovych bunék (LSC) na my3im experimentalnim modelu. Diléimi
cili tohoto studia byly:

-charakterizace imunitni odpovédi na limbalni implantat
-vyhodnoceni efektu systémove imunosuprese pfi pouZiti monoklonalnich protilatek

-optimalizace izolace limbalnich kmenovych bunék pro naslednou jejich kultivaci a pfenos na o&ni
povrch

- ovéfeni efektu limbalnich a mezenchymovych kmenovych bunék (MSC) pfenesenych na
nanovlakennich nosi€ich na podkozeny ocni povrch experimentainiho zvifete (mysi a kralika) s
naslednym vyhodnocenim procest: hojeni

Disertacni prace MUDr. Anny LenCové po formalni strance splfiuje poZadavky kladené na tento druh
prace. Je ¢lenéna do osmi samostatnych kapitol a dopinéna nejen kvalitni fotodokumentaci, nybrz i
velmi originalnimi schematickymi perokresbami. V (vodni kapitole doktorandka popisuje anatomii a
histologii struktur o€niho povrchu, vysvétiuje etiologii LSCD a mozné zplsoby Ié&by tohoto
onemocnéni. Druha kapitola seznamuije s cili studia (byly uvedeny v Gvodni &asti posudku).
Zpracovani dalSich kapitol svéd¢i o systematickém pfistupu k vypracovani disertaéni prace. Kapitola
"Materialy a metody" popisuje velmi podrobné viechny provedené experimenty na Zivych zvifatech,
seznamuje s chirurgickymi technikami, klinickym vyhodnocenim vysledkl, bunéénymi izolacemi a
pouzitymi analyzami (imunohistochemie a imunocytochemie, PCR, pritokova cytometrie, ELISA).
Vysledky prace popsané ve stejnojmenné kapitole odraZeji stanovené cile, jsou fadné a detailné
prodiskutovany v nasledujici kapitole "Diskuze". Zavéry jsou vystiZzné a jednoznaéné, coZ svédéi o
velmi dobrém pfehledu doktorandky v dané problematice. Posledni kapitoly jsou v&novany citacim a
pfilozenym publikacim.

Hlavni védecké pfinosy disertaéni prace:

1) zjisténi, Ze v prubéhu rejekce alogennich limbalnich §tépu pfevaZovala Th1 imunitni odpovéd (IL-2,
IFN-gama) zprostfedkovana CD4+ bufikami a makrofagy produkujicimi NO, u xenotransplantatu
vyznamna Th1 a Th2 imunitni odpovédi (IL-2, IFN-gama, IL-4, IL-10)

2) prukaz pozitivniho vlivu imunosuprese aplikaci anti-CD4 monoklonalnich protilatek na pieZivani
limbalnich transplantatl

3) vyvoj nové metody separace (pomoci centrifugace na Percollovém gradientd) frakce bunék s
vlastnostmi blizkymi k LSC (exprese markéru K12-/p63+)



4) ovéfeni pfiznivého efektu nanoviakenniho 3D nosice na rlst kultivovanych LSC a MSC

5) zjisténi vyrazného zpomaleni zanétlivé reakce: a) po spoleéném pienosu LSC a MSC na
nanovlakennim nosici na mechanicky po&kozenou v rohovku mysiho oka, b) po pfenosu MSC na
nanovlakennim nosi¢i na alkalicky poleptanou krali¢i rohovku

Zaveér posudku:

Je velmi chvalyhodné, Ze mezi o&nimi lékafi se najdou i takovi jako MUDr. Anna Lenéova, ktefi
doplifikové ke klinické praxi se vénuji doktorandskému studiu zaméfeném na experimentalni
oftalmologii, protoze hlavné experimentalni prace umoznuje pouzit Gplné noveé a dfive nevyzkousené
a neovérfene postupy v terapii o€nich poranéni a onemocnéni. Tato disertacni prace ukazuje, Ze
experimentem ziskané poznatky pfinaseji nové a vyznamné znalosti z oblasti transplantacni a
bunééné terapie. Proto téma disertacni prace povaZzuiji za vysoce aktualni, jenz fesi z klinického
hlediska velmi zavaznou problematiku.

Uspésné spinéni stanovenych cilG autorka jiZ prokazala v prvnich tfech publikacich, kde byly
sledovany procesy hojeni ocniho povrchu prevazné z pohledu imunitni odpovédi na LSC
transplantaci. Ve ¢tvrté publikaci autorka rozsifila zabér sledovanych procesu tim, ze popisuje pfiznivy
biomodulaéni efekt transplantovanych MSC na hojivé procesy v experimentalné po$kozené rohovce
navic z hlediska potlaeni oxida¢niho stresu, nadmérné proteolyzy a neovaskularizace.

V této souvislosti rad bych se doktorandky dotazal, zda pfi Ié¢bé Castecné LSCD je efektivnéjsi a
perspektivnéjsi bunécna terapie pomoci LSC nebo MSC bunék.

Autorka predlozila velice dobfe zpracovanou disertacni praci, ktera pfinasi originalni a vyznamné
poznatky z hlediska jak zakladniho vyzkumu, tak i pfipadného budouciho klinického vyuziti. Rovnéz
kvalitu vystupu (4 publikace v kvalitnich mezinarodnich &asopisech s IF) 1ze povaZovat za vybornou.

K vysledkim a zavérim prace nemam Zadné pfipominky a doporucuji, aby po uspésné obhajobé byl
MUDr. Anné Lencove udélen védecky titul PhD.

V Libéchové, 15. ¢ervna 2015

MUDr. Taras Ardan, PhD.
Ustav zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i.



