P.TroSan Ph.D. Thesis

Abstrakt

Deficience limbalnich kmenovych bunék (LSCD) je onemocnéni charakterizované
poruchou, nedostatkem ¢i absenci limbalnich kmenovych bunék zodpovidajicich za
homeostazu a obnovu rohovkového epitelu. Diisledkem onemocnéni je zanét na povrchu oka,
neovaskularizace a ztrata transparence rohovky, coz mize vézt az ke ztraté vidéni. Prakticky
jedinou formou léCby je transplantace limbalni tkané nebo kultivovanych limbalnich
epitelovych bun¢k (LECs) na poSkozeny povrch oka. Lidskd amniova membrana (HAM) je
pfitom vyuzivana jako nosi¢ pro kultivaci LECs a uplatiiuje se i v 1ébé povrchu oka vcetné
LSCD. Predkladana dizertacni prace se zabyva bunécnou terapii LSCD, zejména inovaci
kultiva¢nich podminek pro limbalni epitelové buriky a piipravou vhodného nosice pro pienos
bunék na poskozenou rohovku. V pribéhu studia jsem pouzil Siroké spektrum metod, napf.
kultivaci riznych typa bun¢k (LECs, mezenchymalnich kmenovych, amniovych epitelovych,
spojivkovych epitelovych, poharkovych a 3T3 bunék), imunohistochemii a imunocytochemii,
mikroskopii, proliferacni testy a testy tvorby kolonii, reverzni transkrip¢ni a kvantitativni real-
time PCR a statistickou analyzu.

Béhem studia jsem se podilel na ptipravé protokolu pro zlepSeni kvality kultivace
limbalnich epitelovych bunék bez pouziti xenogennich médii. Tuto metodu planujeme vyuzit
pro piipravu bunék pro transplantace v 1é¢bé LSCD, jelikoz tento typ 1é¢by v Ceské republice
neni dosud zaveden. Ddle jsme zexplantdtu korneosklerdlniho ter¢e pfipravili kulturu
spojivkovych epitelovych a poharkovych bunék pro vyuziti v 1é€bé poSkozené spojivky.
Pomoci inzulinu-podobnému rastového faktoru-1 jsme dokazali zvysit diferenciaci mySich
mezenchymalnich kmenovych buné¢k na bunky podobné rohovkovym epitelovym bunkam
s moznym vyuZitim pfi bilateralni 1é€b&é LSCD. Pro standardizaci ptipravy HAM jsme zavedli
pfipravu laboratorniho dekontamina¢niho roztoku jako moZnou ndhradu za komercné
vyrabény produkt a tuto metodu zacali pouZzivat pti pfipravé amniové membrany pro oc¢ni
transplantace a 1écbu dlouhodobé se nehojicich ran. Déle jsme vyvinuli deepitelizaci HAM,
ktera vede ke vzniku HAM pouZitelné pro kultivaci bunék, ale i vitalniho epitelu, ktery mtze

byt dale vyuzit metodami tkanového inzenyrstvi.
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