ABSTRAKT

Kvalita rohovkového §tépu a zpusob jeho ptipravy pro transplantaci mize vyrazné ovlivnit
funkénost a prezivani transplantatu. Rohovky se téméf vyhradné uchovavaji v médiich pfi
snizené teplot¢ (hypotermické skladovani), nebo pii 31-37 °C (tkariové kultury). Jednim
zdilezitych faktorli, podilejicich se na prezivani $tépu, je prFitomnost Fas ligandu
v endotelovych bunkach rohovky. Kvalita skladovaciho média mize byt vyrazné ovlivnéna i
metabolity uchované tkané. Cytoprotektivné ¢i naopak cytotoxicky muze v zavislosti na
koncentraci ptsobit oxid dusnaty produkovany burikami rohovky.

Cilem této prace bylo na modelové situaci (indukce 1éze v rohovkovém endotelu), zjistit,
jakym zplisobem se chovaji poskozené rohovky uchované metodou tkanovych kultur ¢i
v hypotermickych podminkach a charakterizovat proces obnovy rohovkového endotelu, veetné
rychlosti  jeji reparace. Reparace byla charakterizovana pomoci histologickych,
mikroskopickych a  morfometrickych  pfistupi. Pomoci real-time RT-PCR a
imunohistochemické metody byly sledovany zmény v expresi a lokalizaci Fas ligandu
v zavislosti na typu skladovaciho média a délce uchovani rohovky. Koncentrace oxidu
dusnatého produkovaného rohovkou skladovanou az po dobu tfi tydni metodou tkarovych
kultur i v hypotermickych podminkach byla uréena pomoci Griessovy reakce.

Zjistili jme, ze k reparaci endotelu dochazi pouze v rohovkach uchovavanych metodou
tkafiovych kultur. Léze o plose | mm’ je zcela reparovana b&hem 5 dni, ale ke zvySovani
density endotelovych bunék v postizené oblasti dochazi v dobé do 3 tydnd po poskozeni. Tyto
vysledky ukazuji, Ze rohovky s pfitomnosti mrtvych bunék, ¢i s chybé&jicimi oblastmi
endotelovych bunék je tieba uchovavat metodou tkanovych kultur. Kinetika reparace umoziuje
odhad délky uchovani, dostate¢né dlouhé pro reparaci rozsahlejSich defekti rohovkového
endotelu.

Zjistili jsme, ze exprese i pritomnost Fas ligandu v plasmatické membrané zistava
zachovana po dobu 3 tydnl uchovani v tkanovych kulturach. Fas ligand je exprimovan i
v rohovkach skladovanych v hypotermickych podminkach, dochéazi vsak k ¢aste¢né inhibici
transportu proteinu na plasmatickou membranu.

Stanovili jsme hladinu oxidu dusnatého produkovaného burikami rohovek uchovavanych
v tkaniovych kulturach i hypotermickych podminkach a zjistili jsme, Ze tyto koncentrace jsou
niz8i nez koncentrace, které by mohly vyvolat poskozeni rohovky, zejména endotelu.

Vysledky této prace jsou piinosné z praktického hlediska, jejich uplatnéni mize vést
k dalsimu zvyseni kvality tkané ptipravované pro transplantaci rohovky. Ziskané informace,

roz§ifuji i znalosti struktury a metabolismu rohovky v zavislosti na typu pouzité¢ho skladovani.



