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Dysfunkce rohovkového endotelu je v soucasnosti nejcastéjsi indikaci k transplantaci
rohovky. V poslednich 15 letech doslo k zasadnim zménam v chirurgickém piistupu k 1é¢bé
téchto onemocnéni. V souéasnosti se provadi izolovana vyména poskozeného ¢i dystrofického
rohovkového endotelu. Endotelové builkky na Descemetské membrané jsou preparovany
z kadaverdznich rohovek. Nejvétsim uskalim rohovkové transplantologie je trvaly nedostatek
darcovskych tkani. Idealnim feSenim dysfunkéniho endotelu by bezpochyby byla moznost
reparace vlastniho endotelu, nebo in vitro kultivace autolognich ¢i alogennich endotelovych

bungk a jejich naslednd transplantace pacientovi na vhodném nosici.

V prvni ¢asti disertacni prace autorka popisuje vlastni protokol pro kultivaci endotelovych
bun¢k. Ke kultivaci byly pouzity bunky z kadaverdznich korneoskleralnich tercti z o¢ni
tkaflové banky. V primarnich bunéfnych kulturdch i na nativni tkéni autorka sledovala
pfitomnost mnozstvi proteinli a markeri. Autorka dale popsala in vitro model reparace

poskozeného endotelu.

Ve druhé casti autorka popisuje noveé vytvoreny protokol pro dekontaminaci amniové
membrany. Takto pfipravend tkan se Gspesné vyuziva v 1é€bé dlouhodobé se nehojicich ran.
Dale je popsan protokol pro deepitelizaci amniové membrany, pfi kterém je ziskana amniova

membrana s intaktni bazalni membranou a vitalni epitelové bunky.

Disertacni prace je zpracovana klasickou formou. Bez ptivodnich ¢lanki mé devadesat osm

stran a vSechny doporucené nalezitosti. Obsahuje predmluvu, ivod, hypotézy a cile, material



a metody, vysledky, diskuzi, souhrn a reference. Druhou polovinu prace tvoii publikované
¢lanky. Celkem bylo k tématu publikovano pét praci, MUDr. Smeringaiové je prvni autorkou
tiech z nich. Je nutno ocenit, Ze grafické zpracovani disertace je velmi dobré kvality. Z&kladni
pojmy, hypotézy a cile prace jsou srozumitelné a konkrétné formulovany. Povazuji téma a cile

za aktualni a klinicky vyznamné, stejné tak zvolené metodické postupy.

Vysledky disertace se daji shrnout takto:
Cast I: Endotel rohovky

1. Autroka imunohistochemicky detekovala ptitomnost kmenovych markeri (SOX2,
LGR5) a markery proliferace (Ki67) v periferii rohovky. Déle byla imunohistochemicky
detekovana lokalizace vybranych markerti endotelu. Zadny ze zkoumanych markert
neni zcela specificky pro buiiky rohovkového endotelu.

2. Korneoskleralni rimy se zachovanym perifernim endotelem mohou byt vyuZity pro
ptipravu endotelovych kultur, ekvivalentnich kulturam wvzniklym z rohovek s
kompletnim (nebo intaktnim) endotelem.

3. K zahojeni defektu endotelu rohovky pfispiva nejen migrace a zvétSeni plochy bunék
endotelu, ale také jejich proliferace. Hojeni je stimulovano zejmeéna délkou kultivace a
vysSi koncentraci séra v médiu.

4. Byl zaveden praseci ex vivo model vhodny pro vyzkum reparacni/regeneracni kapacity

endotelu.
Cast II: Amnion

1. Byl vyvinut protokol pro piipravu vlastniho roztoku pro dekontaminaci amniové
membrany, Setrny k buitkdm amnia.

2. Byl vytvofen a popsan protokol pro ziskani nepoSkozené de-epitelizované amniové
membrany a soucasné Zivotaschopnych epitelovych bunék.

3. Byl vytvofen protokol pro piipravu kryokonzervovanych a vzduchem suSenych
amniovych $tépt, které byly velmi Uspé$né pouzity k 1é€bé chronickych dlouhodobé

nehojicich se ran pacient, u kterych ptestaly standardni zpiisoby 1écby zabirat.



Mém na autorku tfi otazky:

1. Ktery z vybranych markert endotelu, pfipadné jejich kombinace, se podle Vas jevi jako
nejslibnéjsi pro identifikaci endotelovych bun¢k?

2. Planujete provadét meteni genové exprese téchto markerti v kontrolni, ptip. patologické
rohovce?

3. Jakymi zplisoby by se podle Vas dal v praci pouzity kultiva¢ni protokol vylepsit pro

ziskani vysSich bunécnych vytézka?

Zavér: Predlozena doktorska disertacni prace je kvalitni a piedlozené vysledky povazuji za
védecky vyznamné. Autorka projevila schopnost samostatné tvur¢i védecké ¢innosti.

Doporucuji praci k obhajobé a na jejim zaklad¢ ud€leni titulu PhD.
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