Abstrakt

Cast I: Endotelové buiiky tvoii zadni vrstvu rohovky a jsou dilezité pro udrzeni jeji
prahlednosti. Dysfunk¢ni endotel lze obnovit pouze transplantaci. Globalni nedostatek
rohovek darcii vyzaduje hledani alternativnich zptisobu 1éCby. Pfipravu Stépu metodami
tkanového inzenyrstvi komplikuje nizkd proliferacni kapacita endotelu. Dosud nebyl
definovan marker, jenz by byl exprimovan pouze endotelem a nebyla potvrzena existence
kmenovych bun€k pro endotel.

Ptipravili a zavedli jsme protokol pro kultivaci endotelovych bun€k z tkan€ uréené k
vyzkumu, tj. korneoskleralnich rimii ziskanych po transplantaci nebo rohovek vytazenych z
transplantacniho procesu. Sledovali jsme lokalizaci vybranych proteinti, véetné markeri
kmenovych bunék, v nativni tkdni a v primdrnich bunéénych kulturdch. Z jedné
hypotermicky uskladnéné tkané jsme piipravili az 6,4 cm? bun&k endotelu, které méli
bunécné rysy srovnatelné s nativnim endotelem. Timto pfistupem lze zvySit mnoZzstvi
endotelu pro vyzkumné ¢i transplantacni ucely. Pomoci nepiimé imunohistochemie jsme
prokazali, ze z4dny z difive navrhovanych molekuldrnich markerd endotelu neni pro tyto
buiiky specificky a detekovali jsme expresi markerii kmenovych bunék v celé vrstvé
endotelu. Na modelu prase¢i rohovky jsme po navozeni cenrdlniho poskozeni endotelu
sledovali jeho repara¢ni kapacitu. Zjistili jsme, ze reparaci neovliviiuje pritomnost
perifernihiho endotelu, ale pfedevsim délka kultivace a vys$si mnozstvi séra v médiu.

Cast II: Lidska amniovd membrana (amnion) je membrana placenty, kterd ma velky
potencidl pi1 1écbé dlouhodobé nehojicich se ran riiznych etiologii. Mechanismem je
akcelerace a urychleni granulace a epitelizace defektu. V Ceské republice byla dosud terapie
pomoci amnionu standardizovana pouze pro rekonstrukci o¢niho povrchu. Dulezitou
soucasti pfipravy amnionu je G¢inna, ale netoxickd dekontaminace. V klinické praxi se k
transplantaci pouziva pfedevSim intaktni amnion, deepitelizovany amnion se preklinicky
vyuziva jako nosi¢ pro kultivaci bunék k transplanta¢nim uceltim.

Ptipravili jsme laboratorni dekontaminaéni roztok s vlastnostmi (vysoka
mikrobiologicka Uc¢innost, nizkd toxicita) obdobnymi komerénimu roztoku. Vyvinuli jsme
protokol pro deepitelizaci amnionu, pomoci které¢ho jsme ziskali jednak amnion s intaktni
bazalni membranou, ale také vitalni epitelové bunky, které lze dale vyuzit metodami
tkanoveého inzenyrstvi. Na zékladé piedbéZnych vysledki ukazujeme pozitivni Gcinek
amnionu na hojeni nehojicich se ran u pacientli zafazenych do multicentrické studie.
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