Oponentsky posudek na diplomovou praci Jany Nejepinské nazvanou
,,The influence of storage conditions on the quality of human corneas

prepared for grafting®

Jana Nejepinska piedlozila diplomovou praci, ve které shrnuje své vysledky ziskané pfi
studiu a porovnavani kultivaénich podminek pro uchovavani oénich rohovek pred
transplantaci. Optimalni skladovani rohovek pted transplantaci je v dneSni dobé zavazny a
prakticky dtlezity problém, protoZe transplantace rohovek piedstavuje u nds i ve svété
nejcastéjsi typ transplantace pevné tkané. Doposud se v tkanovych bankach pouzivaji dva
zékladni a rozdilné zptsoby uchovavani rohovek — tj. za kultivaénich podminek (pfi teploté
31-35°C) a pii hypotermnim skladovani (pii 4°C).

Protoze uchovavani rohovek zajist'ujici jejich kvalitu ma rozhodujici vyznam pro uspéSnost
nasledné transplantace, autorka vyhodnocovala 3 zakladni parametry kvality rohovek
skladovanych po rtizné dlouhou dobu za odlisnych podminek. Zaméfila se na sledovani
Zivotnosti a reparativni schopnosti endotelu, na studium zachovani exprese vyznamné
molekuly Fas-ligand a na produkci regulaéni, ale i znaéné toxické, molekuly oxidu dusnatého
(NO).

K naplnéni cilti diplomové prace autorka musela zvladnout techniky kultivace rohovek,
mikroskopické techniky k sledovani stupné poskozeni tkdné¢ a jeji reparace,
imunofluorescenéni techniky, stanovovani oxidu dusnatého a také vyhodnocovéani genové
exprese pomoci Real-time PCR.

Mezi hlavni ziskané poznatky je mozné zafadit zjisténi, Ze poSkozeny endotel se lépe a
rychleji reparuje za kultivaénich podminek. Proto autorka doporucuje uchovavani
poskozenych rohovek za kultivaénich podminek a ne pfi hypotermii. Nové je také zjisténi, Ze
exprese FasL zlstava zachovéana na endotelovych buiikach i po 3 tydny a neni rozdilu mezi
rohovkami uchovdvanymi za riznych podminek. Déle bylo prokédzéano, Ze produkce NO pfi
skladovani rohovek neni tak vysoka, aby se projevil toxicky efekt této molekuly. Mezi dalsi
zajimava zjisténi patfi pozorovani, Zze FasL se jevi lokalizovan nejen v plazmatické

membrang, ale také perinuklearné.



T

Diplomové préace je napsna v anglickém jazyce, je standardné ¢lenéna na kratky Gvod, kde
jsou vyty&eny cile prace, podrobny literarni piehled (ve kterém autorka popisuje strukturu
rohovky, zptsoby skladovéani a transplantace rohovek, Fas-FasL systém a roli NO). Pak
nasleduje popis pouzitych metodickych pfistupt, vysledky a diskuse, kde autorka diskutuje
reparativni schopnosti endotelu, vyznam exprese FasL a produkci NO béhem skladovani
rohovek. Celd prace je zakon&ena literarnim prehledem. K diplomové préaci je ptilozen
rukopis publikace, kde je J. Nejepinskd prvnim autorem, a ktera je piipraven k odeslani do
tisku.

Cela prace je kvalitné a peclivé zpracovana a drobné preklepy (jako napi. v anglickém
abstraktu, 12. fadek zdola, kde se opakuji slova) jsou jen vzacnou vyjimkou. Vysledky jsou
dokumentovany kvalitnimi fotografiemi nebo zpracovany do tabulek. I kdyz autorka piSe
napt. na str. 63 ,,ECD was significantly decreased*, nikde neuvadi, jakym testem signifikanci
urcovala.

Domnivam se, Ze celd diplomova prace splnila svij ucel. Autorka se seznidmila
s laboratornimi technikami, které bude moci vyuzit béhem svého postgradudlniho studia a
piinesla vysledky, které jist¢ budou mit i klinickou aplikaci.

Jen pro diskusi bych mél k autorce nasledujici dotazy:

1. Autorka uvadi, Ze pti kultivaci poSkozenych rohovek dochazi k reparaci poSkozeného
mista a ze se hustota endotelidlnich bun&k zvysuje. Jednd se o zmnozovani bun€k nebo
jen o jejich migraci z mista na misto. Obecné se totiz uvadi, Ze endotelialni burniky se
vibec nedé€li a nebo déli jen velmi omezené.

2. Jako novy se jevi nalez perinuklearni lokalizace FasL. Je to zndmo i z literatury?

3. Jelikoz kultivace rohovek se ukazuje byt podstatné vyhodné&j$i nez skladovani
pii nizké teploté, pro¢ stale fada rohovkovych bank pouziva hypotermni skladovani?

Celkové musim piedloZzenou diplomovou praci kladn¢ hodnotit. Autorka prokazala
schopnost védecké prace, uspés$né zpracovala ziskané vysledky a konfrontovala je s nalezy
jinych autorti. Jeji zjisténi maji i piimy dopad pro kliniku k lepSimu uchovavani rohovek
pted transplantacemi.

Proto pln& doporucuji ptijeti ptedloZzené diplomové prace a jeji kladné hodnoceni.

V Praze dne 7. 9. 2007 Doc. RXDr. Vladimir Holas, DrSc.



