Abstrakt

Deficience limbalnich kmenovych bunék je onemocnéni zplsobené poskozenim
limbélnich epitelidlnich kmenovych bunék (LESC), které¢ vede k pterGstani prithledné
rohovky netransparentni spojivkou a ztrat¢ zraku. LéCba neni standardné dostupna. Tato
prace se vénuje piipravé bunék pro lécbu jedno- i oboustranné formy deficience pomoci
moderni bunécné terapie. Zkouma rast LESC na rtznych substratech (fibrin, nanovlakna),
dale bunky epitelu bukalni sliznice (OMEC), kultivované ve standardnim komplexnim médiu
1 v podminkach bez xenobiotik. K detekci markerti kmenovych bunék, stanoveni proliferacni
a diferenciacni kapacity kultivovanych bunék byla pouzita imunocytochemie a genova
exprese. Krom¢ toho byl hodnocen vliv dlouhodobého skladovani OMEC v médiich s
ruznymi kryoprotektivnimi latkami. Soucasti teze bylo i hodnoceni hojivych vlastnosti
amniové membrany (AM).

Zjistili jsme, ze ptidani interleukinu-13 do kultivacniho média zvysilo kmenovost
LESC. LESC péstované na fibrinu vice exprimovaly markry kmenovosti, buniky na nano-
vlakennych polymerech exprimovaly vice markri mezenchymalnich. Na fibrinu se nam
kultivaci ve standardnim komplexnim médiu, ale 1 v prostfedi bez cizorodych latek (xeno-
free) podatilo pfipravit kultury OMEC. Bunky vykazovaly vysokou expresi kmenovych
markra (ANp63a, NGFR, KLF4) a snizenou diferenciaci do fenotypu epitelu bukalni sliznice
(niz$i exprese KRT13). Keratiny typické pro bazalni vrstvou a progenitorové buiky (KRT'14,
KRTI15, KRT17, KRT19), byly exprimovany v obou podminkich. Buiky v komplexnim
médiu rostly rychleji (upregulace MKI67). Tyto buiiky také dosahly ve srovnani s buiikami
kultivovanymi v xeno-free médiu rychleji 100% konfluenci. OMEC vytvotily souvislou
vrstvu bunék 1 po kryokonzervaci. Lepsi vysledky (konfluence, viability) byly pozorovany u
OMEC skladovanych v komplexnim médiu bez kryoprotektiv, nebo v komplexnim médiu s
5% glycerolem ve srovndni s komplexnim médiem s 10% glycerolem nebo 10%
dimethylsulfoxidem, zejména pokud byly mrazeny po prvni pasazi. Prokazali jsme, ze
kryokonzervovand AM je bezpetna a ucinna v 1écbé dlouhodobé se nehojicich ran, ze ma
silny analgeticky ucinek, a Ze mezi AM S§tépy neni patrny rozdil v intenzité hojeni.

Zavérem: piipravili jsme postupy pro kultivaci limbalnich bunék a epitelovych bunck
ustni sliznice. Kultivace lze nyni pfenést do podminek cistych prostor tkanové banky
k ovéfeni, a protokoly pfedat Statnimu ustavu pro kontrolu 1é¢iv ke schvaleni klinického
hodnoceni.
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