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1 Uvod

1.1 Role reaktivnich slouc¢enin kysliku a dusiku v organismu

V organizmu bézné vznika fada reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen
species - ROS) a reaktivnich forem dusiku (reactive nitrogen species RNS). Tyto
latky maiji znaény fyziologicky i patogeneticky vyznam. Maji schopnost pohotové
reagovat s biologickymi strukturami — mastnymi kyselinami a lipidy, aminokyselinami
a proteiny, mononukleotidy a nukleovymi kyselinami, nizkomolekularnimi metabolity,
koenzymy a dalSimi. Mohou tak byt prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitni
ochrany i signalnimi molekulami bunééné regulace. Za urcitych okolnosti vSak mohou
pusobit i jako latky toxické a mohou organismus poskodit. Volné radikaly jsou
obecnym metabolitem v kazdé burnce a kazda burika musi byt vybavena prostfedky,
které ji pred t&mito reaktivnimi latkami chrani (Stipek, 2000a).

Pfedpoklada se, Ze ROS hraji vyznamnou ulohu pfi vzniku mnoha
patologickych procesu v nitroo¢nich tkanich. V rohovce mohou ROS aktivovat
proces odbouravani sloZzek extracelularni matrix a aktivovat pfestavbu rohovkové
tkang, ktera muzZe vést ke zméné jejich fyziologickych vlastnosti (Cejkova, 2004).
Vyznamnou roli hraji ROS rovnéz v procesu vzniku senilni katarakty (Whikehart,

2003; Forrester, 2002a).



REAKTIVNI FORMY KYSLIKU
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alkylperoxynitrit, ROONO

PFevzato z Stipek a kol. (2000) Antioxidanty a volné radikély ve zdravi a v nemoci,

Grada Publishing, Praha, str.32



1.1.1 Role volnych radikall pfri remodelaci tkané v hypoxii

Volné radikaly hraji vyznamnou ulohu pfi déjich probihajicich ve tkanich pfi
hypoxii. Hypoxie pusobi tkafiové poskozeni, jehoz dusledkem je zména
biochemickych vlastnosti a nasledné i struktury mezibunééné pojivové matrix.
Jednim z moznych mechanism( zmén mezibuné&né matrix je pusobeni uvolnénych
radikaltd (NO, reaktivni slou¢eniny kysliku, ROS a produkty vznikajici interakci NO a
ROS) (Cadenas, 1977; Misra, 1972; Fried, 1973; Herget, 2000, Hampl, 2000).
Vyznamnym cilem volnych radikalt jsou proteiny. Nékteré ROS a RNS mohou
bezprostfedné oxidovat aminokyselinové zbytky. S membranovymi proteiny a s
proteiny lipoproteinovych ¢astic (LDL, VLDL) reaguji kromé jednoduchych ROS a
RNS téz alkoxylové a peroxylové radikaly lipidt (LO+, LOO¢") vznikajici pfi
lipoperoxidaci (LPO)(Stipek, 2000b) (Obr.1). Pro dokumentaci radikalového
poskozeni tkané muze byt pouzito stanoveni proteind modifikovanych produkty
volnych radikall pomoci fluoreskujicich proteinovych adduktd (Gardner 1979,
Fukuzawa 1985, Wilhelm a Herget 1999, Itakura 2000). Reakci NO se superoxidem
vznika velmi reaktivni slougenina peroxynitrit a dali radikalové produkty (Stipek,
2000b; Muijsers, 1997)(Obr. 2). Nitrace tyrosinu v proteinech na nitrotyrosin maze byt
pouzita jako marker tvorby peroxynitritu (Beckman and Koppelnol, 1996; Beckman,
1996). Bylo popsano, Ze chronicka hypoxie zvysuje kolagenolytickou aktivitu
v perifernich plicnich cévach, coz ma za nasledek vznik nizkomolekularnich stép
kolagenu typu | (Novotna, 1998; Novotna, 2001). Zasadni roli v procesu pfestavby
extracelularni matrix hraji enzymy oznacované jako matrixové metaloproteinasy
(MMP’s). Pfedpoklada se, ze MMP’s mohou byt kromé klasické proteolytické cesty

aktivovany také neproteolyticky latkami reagujicimi s SH skupinami, detergenty nebo



ROS. NO, superoxid a také peroxynitrit jsou potentni aktivatory metaloproteinas

intersticialni substance (Rajagopalan, 1996, Novotna 2002) (Obr. 3).

1.1.2 Mechanismus uc¢inku H,O, a antioxidantti na proliferaci bunék

ROS a RNS mohou za urcitych okolnosti plsobit i jako ristové faktory. Jednim
z mechanismu ucinku peroxidu vodiku jako signalni molekuly muze byt fosforylace
tyrosinu v receptorech pro rustové faktory (Cantoni, 1996; Gamou, 1995, Morel
1999). Mezi signaliza¢ni cesty, které mohou byt ovliviiovany H,O, patfi mitogeny
aktivované proteinkinasové kaskady (MAPK) (Droge, 2002). Protein kinasa C (PKC),
serin/threonin kinasa, je zapojena do pfevodu signalu v rliznych cestach, které
reguluji transkripci a kontrolu bunééného cyklu. Ukazalo se, Ze dva ze znamych
transkripénich faktor, NF-kB (nuclear factor kB) a faktor AP-1 (activator protein 1)
meéni svou aktivitu pisobenim ROS. H,O, muze aktivovat transkrip&ni faktor NF- kB
a AP-1 pomoci aktivace PKC (Stipek, 2000b; Konishi, 1997) (Obr. 4). Bylo
prokazano, ze PKC je zpocatku aktivovana mirnou H2O; oxidaci, ale nasledné dalsi
oxidaci inaktivovana (Gopalakrishna, 1989).

V souvislosti s moznym ovlivnénim ucinku ROS je Siroce diskutovana uloha
antioxidantt, mezi které patfi retinol a alfa-tokoferol. Slou€eniny z rodiny PKC vazi
retinoidy s nanomolarni afinitou. Vazebné misto bylo lokalizovano do domény bohaté
na cystein, ktera tvofi zinkové prsty (,zinc fingers®). Samy o sobé nejsou schopny
retinoidy PKC aktivovat, ale v kombinaci s ROS je aktivace PKC signifikantné
zvySena. Pfedpoklada se, Ze hydroxylované retinoidy vazbou na zinkové prsty
umozni oxidaci cysteinovych zbytku. Tyto zinkové prsty mohou fungovat jako

reverzibilni redox prepinace, protozZe jejich redukce vede k inaktivaci PKC (Imam,
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2001). Retinol akceleruje oxidaci zinkovych prstd pomoci ROS, jejich rozvolnéni a
uvolnéni zinku, coz vede k zméné konformace. Obdobé probiha aktivace c-raf. C-Raf
protoonkogen je zasadni pro rlst bunék, diferenciaci a preziti. Jeho hlavnim
efektorem je MAPK. ROS vedou k aktivaci c-Raf/MAPK signalni cesty. Peroxidem
ovlivnéna aktivace c-raf a PKC je usnadnéna navazanym retinolem (Hoyos, 2005).

Oproti tomu vitamin E, alfa-tokoferol inhibuje PKC. D-alfa-tokoferol inhibuje
proliferaci hladkych svalovych bunék v koncentraci 10-50 ulmol/L. Prvnim ucinkem
alfa-tokoferolu je aktivace transkripéniho faktoru AP-1. Nasleduje aktivace &i exprese
proteinové fosfatasy, ktera defosforyluje PKC. To vede K inhibici PKC a tim k inhibici
bunécné proliferace. D-beta-tokoferol je schopny inhibovat efekt D-alfa-tokoferolu
vazbou na jeho vazebné misto (Azzi, 1995). V bunécné kultufe inhibice proliferace D-
alfa-tokoferolem nebyla konstantni, ale v €ase klesala. Konstantni inhibice byla
zajiSténa opakovanym pfidanim D-alfa-tokoferolu kazdé 2 dny. To naznacuje, Ze D-
alfa-tokoferol je spotfebovavan burikami (Boscoboinik, 1995; Ricciarelli, 1998).
Inhibice bunécéné proliferace D-alfa-tokoferolem je specificka dle typu bunék a zavisla
na mitogenu odpovédném za stimulaci rdstu (Azzi, 1993). Z uvedného vyplyva, ze
H20,, vitamin A a vitamin E mohou byt vyznamnymi regulatory bunééné proliferace.
V zavislosti na davce a podminkach kultivace byla pozorovana jak inhibice tak
stimulace bunéc¢né proliferace vlivem téchto faktord.

V posledni dobé se do popfedi zajmu jako rlstovy faktor dostava i oxid
dusnaty. Dle podminek a typu bunék maze indukovat buné&nou smrt nebo pusobit

jako faktor preziti (Kim, 1999; Taylor, 2003).
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1.2 Rohovka

1.2.1 Stavba a zakladni vlastnosti

Rohovka je specializovana transparentni tkan, ktera je zaroven hlavni
refrakeni Casti optického systému oka. Jeji schopnost propoustét svétlo je dana
pfesnou organizaci sloZzek extracelularni matrix.

Rohovka se sklada ze 3 zakladnich vrstev - epitel, stroma, endotel. Epitel je
tvofen vice (6) vrstvami postupné se oplostujicich bunék a je oddélen od nasledujici
vrstvy, stromatu, basalni membranou. Treti, vnitini vrstvu pfedstavuje endotel,
tvofeny jednou vrstvou bunék. Je pfipojen ke stromatu specializovanou basalni
membranou oznacovanou jako Descemetska membrana. Rohovka neobsahuje cévy
a jeji zasobeni kyslikem se déje pfevazné pfimou difuzi z povrchu rohovky a
Castecné z prfedni komory a limbalnich cév. Za fyziologickych okolnosti rovnéz
neobsahuje slozky imunitniho systému (Fini, 1992; Fini, 1998; Fini, 1999; Forrester,
2002a; Stamler, 1998) (Obr. 5).

Rohovka obsahuje nékolik typu kolagenu. Na hranici mezi epitelem a
stromatem a stromatem a endotelem jsou vytvofeny dvé specializované vrstvy —
basalni membrany, které kromé kolagenl béznych pro basalni membranu (typ IV a
VII), obsahuji jesté nékteré dalsSi typy kolagenu. Bowmanova membrana obsahuje typ
[, VI a lll a matrix obsahujici chondroitin a dermatan sulfat, zatimco Descemetska
membrana (na hranici stroma — endotel) obsahuje sitovité uspofadané kolageny typu
V, VIII, IX a XIl. To zajistuje elasticitu a deformabilitu rohovky pfi zachovani
transparentnosti.

Zasadni pro transmisi svétla je usporadani vlastniho stromatu. Je tvofeno

paralelné uspofadanymi vlakny kolagenu typu | (50-55%), V (10%), 11l (3%) a VI. Pro
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transparenci rohovky je nutné zachovani urcité kritické tloustky viaken (do 30nm) a
interfibrilarni vzdalenosti (55nm). Pfedpoklada se, ze kolagen typu | je kodistribuovan
s kolagenem typu V, ktery ovliviuje tvorbu fibril a jejich tloustku. Tloustku fibril
rovnéz ovliviiuje pfitomnost urcitych glykosaminoglykanu (GAG). Pfesné paralelni
usporadani rohovky se meéni v oblasti limbu a stabilizuje tak rohovkové zakfiveni a
optické vlastnosti (Forrester, 2002a; Whikehart, 2003).

Hlavnim glykosaminoglykanem rohovky je keratan sulfat. V centralni oblasti
rohovky se vyskytuje také nesulfovany chondroitin, smérem k periferii je druhym
nejzastoupenéjSim GAG chondroitin sulfat. (Vzhledem k tomu, Ze chondroitin-4-sulfat
a dermatan sulfat jsou témer identické, néktefi autofi se domnivaji, Ze jde v rohovce
o dermatan sulfat). Oba dva GAG se vazi na specificka mista kolagenu a toto
usporadani zfejmeé zajistuje pfesné usporadani a velikost interfibrilarnich prostora.
Vysoky obsah glykosaminoglykant umoznuje vysokou hydrataci rohovky. Rohovka je
hydratovana asi z 80%. Presto, Ze je to vice nez hydratace ostatnich tkani (skléra
70%), je rohovka schopna dale ochotné vodu pfijimat (Scott, 1992).

Zakladni funkci endotelu je udrzeni normalni hydratace a transparence
rohovky. To se dé&je pomoci tzv. aktivniho endotelialniho transportniho mechanismu
pracujiciho na principu Na-K dependentni ATPasové pumpy, ktery neustale
transportuje vodu ven ze stromatu. Pro jeho funkci je zasadni dostate¢ny pfisun
kysliku. Zakladnim mechanismem je Na-K ATPasova aktivita. Sou€asné studie
ukazuji, Ze se dale na procesu podili Na-H vyménik. Tento antiport zajistuje
intracelularni pH (Cejkova, 1996; Barr, 1980; Bonanno, 1987; Forrester, 2002a)
(Obr.6).

Rohovkové stroma podléha neustalé, ale velmi pomalé homeostatické

remodelaci. Mezi kolagennimi vlakny v substantia propria se nachazeji buriky
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rohovkového stromatu — keratocyty. Keratocyty jsou nepostradatelné pro hojeni
rohovky, protoze svoji metabolickou a mitotickou aktivitou rohovku remodeluji (Fini,
1999; Cejkova, 1996). Homeostaticka remodelace probiha velmi pomalu. Obrat
slozek extracelularni matrix neni detekovatelny po fadu mésict. Rohovka je velmi
odolna k podnétiim v€etné mechanického poskozeni, které by normalné v jinych
tkanich stimulovaly remodelaci a vyvolaly aktivaci fibroblastll a depozici a remodelaci
vazivové tkané. Rohovka je z imunologického hlediska privilegovanym mistem, coz
znamena, zZe je relativné chranéna proti imunitni odpovédi na cizi i vlastni antigeny,
ktera by s sebou nesla nebezpeci destrukce tkané. Jeji odolnost na mechanické
poskozeni umozniuje provadét zakroky refrakéni chirurgie, protoze relativni
nedostatek fibrotické odpovédi ve stromatu umoznuje hojeni po chirurgickych incizich
bez jizveni. Zda se, Ze tyto mechanismy slouZi pro udrzeni pfesného usporadani
bunék a slozek extracelularni matrix v rohovkovém stromatu, které je zasadni pro
funkci rohovky. Zaroven tak pfedurcuje rohovku k vyuZziti jako modelu pro studium
mechanismu regulujicich aktivaci fibroblasta i v zakladnim vyzkumu (Forrester,

2002a).

1.2.2 Rohovka v podminkach hypoxie

Hypoxie rohovky je studovana zejména v souvislosti s vyuzitim kontaktnich
¢oCek. Za jeden z nasledku chronické hypoxie rohovky vznikajici pfi noseni
kontaktnich ocek je povazovan vznik neovaskularizace rohovky (Polse, 1990; Efron,
1999). Akutni hypoxie pusobi snizeni aktivity Na-K ATPasy, coz vede ke vzniku
edému rohovky a hromadéni laktatu. Oba tyto faktory jsou povazovany za mozné

stimuly pro vznik neovaskularizace rohovky (Efron, 1999). Studie se pfitom opiraji
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pfedevSim o pozorovani provedena v souvislosti s vyzkumem ucinku kontaktnich
Cocek. V tomto pfipadé vSak nelze spolehlivé odlisit efekt mechanického drazdéni,
event. pfimy vliv cizorodého materialu.

V soucCasné dobé v souvislosti s rozvojem refrakéni chirurgie se dostava do
popredi zajmu rovnéz efekt vysoké nadmorské vySky na zmeény zakfiveni rohovky. U
pacientl, ktefi podstoupili refrakéni operaci, je po vystupu do vys$Si nadmorské vysky
pozorovan hyperopicky posun v refrakci, ktery zfejmé souvisi se zménou hydratace
rohovky pfi hypoxii. Jedna se o zmény pfechodné. Obdobné zmény v refrakci jsou u
obdobné skupiny pacientu popisovany i po spanku. Zmény ve vaskularizaci rohovky
nejsou popisovany (Karakucuk, 2000; Winkle, 1998; Morris, 2007; Morris, 2006;
Karadag, 2009). Je znamo, Ze obsah kysliku pfi zavienych oCich klesa na 7%-5% a
pusobi fyziologicky pospankovy edém rohovky. Jako minimalni hodnota EOP
(ekvivalentni procentudalni mnozstvi kysliku, oznacuje mnozstvi kysliku propusténého
kontaktni co¢kou odpovidajici procentualni hodnotou mnozstvi kysliku v okolni
atmosfére) kontaktnich ocek pro bezpecné prodlouzené noseni byla pfitom
stanovena hodnota 12% a za hodnotu zajistujici normalni rohovkovy metabolismus
se povazuje hodnota EOP 18% (Holden, 1984; Hacikova, 2000).

PFi studiu vlivu hypoxie na rohovku nebylo prokazano poskozeni epitelu
(Mastropasqua, 1998; McNamara, 1999). Pfi studiu zmén epitelu v souvislosti
s no$enim kontaktnich go&ek se jevi jako zasadni mechanické poskozeni (Cejkova,
1992).

Chronicka hypoxie vSak mlze zpusobit zmény v dalSich vrstvach rohovky a
indukovat neovaskularizaci. V experimentalni studii byly laboratorni potkani
vystaveny hypobarické hypoxii odpovidajici 5 500 m n.m (350 mmHg) a pO, 76

mmHg (10%) 30dni. Rohovky byly nasledné analyzovany histologicky a byl
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pozorovan vyskyt cév ve stromatu rohovek vystavenych hypoxii se znamkami
proliferace, pfitomnost polymorfonuklearnich leukocytt, zesileni Descemetské

membrany a histologické zmény na urovni endotelu (Mastropasqua, 1998).

1.2.3 Vyznam matrixovych metaloproteinas v rohovce

Remodelace rohovkové tkané se ucastni matrixové metaloproteinasy. Zmény
v aktivité metaloproteinas jsou sledovany v rohovce pfedevsim v souvislosti
se studiem hojeni viedu rohovky rGzné etiologie. Jako zdroje kolagenas byly
identifikovany epitelové bunky, bunky zanétu (neutrofily) i rohovkové fibroblasty
(keratocyty). V prvni fazi tvorby viedu jsou zifejmé hlavnim zdrojem neutrofily,
syntéza kolagenas fibroblasty dosahuje vrcholu az ve fazi hojeni. Proces kone¢né
remodelace rohovky probiha nasledné mésice i roky a béhem tohoto obdobi
dochazi k zvySenému obratu kolagenu, coz potvrzuje roli MMP’s v procesu
remodelace. Z normalni rohovky kralika, potkana nebo z rohovky lidské byl
extrahovan pouze proenzym MMP-2. Dle pokusu s vyuzitim krali¢iho modelu po 24
hodinach po rohovkovém poSkozeni dochazi k expresi kolagenasy (MMP-1) a
stromelysinu (MMP-3), zvySuje se tvorba proMMP-2 a objevuje se aktivni forma
MMP-2. Vrchol exprese je dosazen asi po 2 tydnech po poranéni. Mezi 4-8 tydnem
dochazi k poklesu exprese, ale zmény v expresi MMP’s jsou v rohovce
detekovatelné jesté po 7-9 mésicich. Pfi indukci a modulaci tohoto procesu hraji
zfejmé zasadni ulohu zmény v poskozené tkani. Epitelové burky rohovky jsou
schopné produkovat substance regulujici syntézu MMP’s ( IL-1a, TGF-[32). Kromé
toho migruji do poranéné rohovky makrofagy a dalSi zanétlivé buriky, které maji

rovnéz schopnost stimulovat expresi MMP. MMP-9 je exprimovana pfedevsim
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v souvislosti s reepitelizaci rohovky. Exprese byla popsana v epitelovych i
stromalnich bunkach. Maxima dosahuije jiz po 2 dnech a klesa pod hladinu
detekovatelnosti po 2-4 tydnech. MMP-2 i MMP-9 jsou povazovany za enzymy
ucastnici se novotvorby cév. MMP’s jsou produkovany endotelialnimi burikami
invadujicich cév, ale rovnéz burikami okolniho stromatu (Fini, 1995; Fini, 1998; Fini,
1999; Matsubara, 1991). V modelu neovaskularizace rohovky vyvolané zanétem

korelovaly hladiny MMP-2 mRNA s tvorbou novotvorenych cév (Kvanta, 2000).

1.3 Cocka

1.3.1 Stavba a zakladni vlastnosti

Cocka je tvofena vysoce organizovanym systémem specializovanych bunék,
tzv. CoCkovych vlaken. Transparence CocCky je zajiStovana pfesnym tvarem,
strukturou a biochemickymi pochody.

Cocka je normalné avaskularni a je vyZivovana z komorové vody a sklivce. Cocka
roste a méni sv(j tvar béhem celého Zivota.

Na povrchu €ocky je pouzdro — zesilena basalni membrana produkovana
epitelovymi bufikami ocky a ockovymi viakny. Co&kovy epitel se nachazi pouze
pod pouzdrem na pfedni plose ¢ocCky. Jde o jednovrstevny, kubicky epitel. Bunky
jsou vy8Si smérem k ekvatoru ¢ocCky, kde postupné tvofi oCkova vlakna. Postupné
ztraceji jadro a posouvaji se do hlubSich vrstev Co¢ky. Pouze buriky cockoveého
epitelu maji vSechny typické buné&cné funkce. Mitoticka aktivita je nejvyssi v
preekvatorialni a ekvatorialni oblasti epitelu, nazyvané germinativni zéna (Forrester,

2002b; Menko, 2002) (Obr. 7).
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Cockova vlakna obsahuiji vysokou koncentraci proteinti zodpovédnych za
uniformni refrakéni index vlaken a minimalizujici svételny rozptyl. Maturovana
CoCkova vlakna nemaji zachovanou schopnost nahradit poSkozené makromolekuly,
maji pouze omezenou kapacitu opravit poskozené proteinové makromolekuly a maji
nizkou hladinu obrany proti externim inzultdm. Zasadni vyznam pro udrzovani vodni
a iontové rovnovahy v €occe, ktera funguje jako syntitium, ma tak epitel. Proto faktory
narusujici funkci epitelu (pf.ionizujici zafeni) ma zasadni vliv na transparenci Cocky
(Forrester, 2002a; Whikehart, 2003; Spector, 1995). Co¢ka je avaskularni organ
oddéleny od okoli vazivovym pouzdrem, s u€innou barierou mezi krvi a komorovou
vodou. Je tak chranéna proti bakterialni a virové invazi. Vzhledem k své funkci
fokusovat svétlo na sitnici je vS8ak potencialné vystavena reaktivnim slou¢eninam
vznikajicich z kysliku u€inkem svétla. Pfedpoklada se, ze tenze kysliku v nejblizSim
okoli je nizka, méné nez 30 mmHg. Presto je to hodnota umoznujici do urcité miry
aerobni metabolismus a je dostatecna jako potencialni zdroj kyslikovych radikalu
(ROS).

Cocka je stabilné vystavena uginku oxidaénich latek véetné uginku peroxidu
vodiku, ktery je pfitomen v komorové vodé a také sama ¢oCka ma peroxidasovou
aktivitu. Obsahuje nékolik antioxidaénich enzymovych systému: katalasu, peroxid
dismutasu, glutathion peroxidasu, glutathion-S- transferasu. Cocka téZ obsahuje
velké mnozstvi glutathionu (3.5-5.5 pmol/g suché vahy). Nejvétsi koncentrace je v
epitelu. Glutathion je v Co¢kovych burikach produkovan interakci mezi glutamatem a
cysteinem. Glutathion je vyznamny pro ochranu thiolovych skupin proteinl, zejména
kationty transporujicich membranovych proteint v ¢o¢ce. Vice nez 95% glutathionu

je v redukované formé (Stipek S, 2000b; Spector, 1995; Giblin, 1990; Lou, 2000) .
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1.3.2 Katarakta

NejcastéjSim onemocnénim €ocky je katarakta. PFi ni dochazi vlivem rGznych
podnétl k naruSeni pfesné organizace €ocky ¢i jejiho metabolismu. Dusledkem je
tvorba vakuol mezi jednotlivymi bufikami, akumulace insolubilnich proteinovych
agregatu a chromoforu v jadfe a ztrata transparence ¢ocky (Whikehart, 2003;
Forrester, 2002a).

NejcastéjSim typem katarakty je katarakta souvisejici s obecnym procesem
starnuti, tzv. senilni katarakta. B€hem poslednich 15 let bylo prokazano, Ze jde o
proces multifaktorialni, pfi némz dochazi k mnohocetnym biochemickym zménam.
Dochazi pfi ném k narustu insolubilnich komponent ¢ocky, k nardstu chromoford,
zvySeni vyskytu proteinovych crosslinking produktd a agregaci a oxidaci
aminokyselinovych skupin. Tyto zmény souvisi ¢aste¢né s postranslacnimi zménami
proteind ve vnitfnich vrstvach €ocky, kde prakticky nedochazi k syntéze novych
proteinU a jednotlivé proteiny jsou zde pfitomné mnoho let. Posttranslaéni reakce
zahrnuji racemizaci, glykaci, degradaci terminalnich COOH-skupin, deamidaci,
nekovalentni agregaci (Obr. 8). Kromé toho se mlze ménit v Case exprese
jednotlivych gena pro krystaliny. Vzhledem k tomu se vyznamné méni jejich slozeni
mezi vnitfnimi ,starymi“ ¢astmi Cocky a oblastmi ,mladSimi“, povrchové uloZzenymi.
Zaroven dochazi k snizovani hladiny glutathionu, snizovani aktivity antioxidacnich
systému a narustu proteolytické aktivity . Podle nékterych autoru v§ak tyto zmény
nesouvisi s absolutnim poklesem aktivity uvedenych obrannych systémda, ale se
zménou pomeérného zastoupeni oblasti metabolicky aktivnich k centralné ulozenym
oblastem s burikami jiz bez metabolickych funkci. Sou¢asny pohled pfedpoklada, ze
oxidativni pochody jsou pro vznik katarakty zasadni (Whikehart, 2003; Forrester,

2002a; Cejkova, 2000; Spector, 1995; Yeum, 1999; Kao, 2002).
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1.3.3 Sekundarni katarakta, studium bunék ¢o¢kového epitelu

V soucCasné dobé se operace katarakty provadi tzv. technikou extrakapsularni
extrakce CoCky (ECCE). Pfi ni je otevieno pfedni pouzdro ¢ocky, odsaty zkalené
hmoty ¢o€ky a do plvodniho pouzdra €oc¢ky vlozena uméla nitroo¢ni ocka (Obr. 9).
NejcastéjsSi komplikaci po operaci katarakty je tzv. sekundarni katarakta. Pfi ni
dochazi k proliferaci a migraci Co¢kovych bunék (lens epithelial cells, LEC’s), které
do urcité miry zUstavaji pfitomné v oblasti ekvatoru pavodniho pouzdra ¢ocky, na
zadni pouzdro a mohou tak zpusobit opétny pokles vizu (Obr.10). Buriky zaroven
ziskavaji nékteré charakteristiky mezenchymalnich bunék (exprimuji a-aktin hladkych
svalovych bunék, a- SMA), proces oznaovany jako epitelo-mezenchymalni
transdiferenciace nebo metaplasie. Nasledna pritomnost kontraktilnich elementt v
bunkach muize pfispét k nafaseni pouzdra ¢ocky a k tim k dalSimu poklesu
transparence (Kurosaka , 1996; Marcantonio, 1999; Nagamoto, 2000; Bertelmann,
2001; Marcantonio, 2003; Aslam, 2003; Nishi, 1999). PfiCiny a moznosti ovlivnéni
této nezadouci proliferace bunék €ocky jsou intenzivné studovany. Mnoho studii se
soustfedilo na objasnéni vlivu rliznych rastovych faktort v tomto procesu (Hales,
1994; Liu, 1994; Kurosaka, 1995; Nishi, 1996; Lee, 1999; Meacock, 2000; de longh,
2005). Jednim z vyznamnych faktort produkovanych burikami ¢oCkového epitelu je
transformuijici rastovy faktor beta (TGF-B). TGF-B in vitro inhibuje bunécnou
proliferaci bunék ¢oCkového epitelu. In vivo jeho pfitomnost v komorové tekutiné
zajistuje mitoticky klid centralniho ¢oCkového epitelu (Kurosaka, 1994; de longh,
2005). Je navic klicovym faktorem pfi indukci mezenchymalni transdiferenciace
bunék ¢oCkového epitelu a exprese a-SMA . Paradoxné v8ak zaroven indukuje
bunécnou apoptozu (Hales, 1994; Hales, 1995; Liu, 1994). Pfi vzniku sekundarni

katarakty je tak zfejmé kliova jeho souhra s dal$imi rdstovymi faktory, napf. FGF,
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ktery zvySuje proliferaci bunék a tak zajistuje jejich preziti (Mansfield, 2004; Nishi,
1996). Proliferace a exprese a-SMA muze byt navic ovlivnéna i kultivacnim
substratem (Kurosaka, 1999; de Jong-Hesse, 2005). Vliv sloZeni extracelularni
matrix na proliferaci a fenotyp rdznych typa bunék byl opakované popsan
(Greenburg, 1986; lwig, 1989; Iwig, 1991; Wu, 1995; Oharazawa, 1999; Engler,
2004). Rovnéz bylo dokumentovano, ze rizné materialy nitroo¢nich ¢ocek zpusobuji
rdznou miru fibrosni metaplasie (Ursell, 1998) a slozeni pouzdra ¢o¢ky po operaci
katarakty hraje vyznamnou ulohu v regulaci proliferace a diferenciace bunék
¢ockového epitelu (Saika, 1998). Pres velkou pozornost, které se studiu faktor(
ovliviujici proliferaci a diferenciaci (transdiferenciaci) bunék Co¢koveého epitelu
vénuje, nejsou vzdy vysledky studii jednotné. Jednim z divodu je fakt, Ze schopnost
bunék ¢oCkového epitelu proliferovat vyznamné klesa s vékem a kolisa i dle typu
katarakty. To muze hrat vyznamnou ulohu pfi pouziti bunék ziskanych od lidskych
donoru pfi operaci katarakty (Francois, 1978). Toto mlze byt eliminovano pfi pouziti
zvifeciho modelu. Vysledky pokusl na zvifecich burfikach vSak mohou mit omezenou
platnost pro aplikaci na ¢lovéka. DalSim ddvodem nejednotnosti vysledkd mohou byt
rozdilné kultivaéni podminky. Nékteré studie popsaly zavislost exprese a-SMA
burikami epitelu Co€ky na koncentraci séra v kultivacnim mediu (Ong, 2003; Liu,
1996; Kim, 2004). Bunky ¢ockového epitelu a povrchova kortikalni vlakna jsou in vivo
vystavena koncentraci sérovych proteind méné nez 0,1%. Vyjimku pfedstavuji
situace, kdy dochazi k poruse bariéry krev-komorova tekutina nebo krev-sitnice, kdy
muze koncentrace sérovych proteint stoupnout az k 10%. In vitro byla popsana
exprese markert normalni diferenciace ¢ockovych bunék pfi koncentracich séra 1, 3

nebo 4% (Ong, 2003). Naopak za pouziti kultuivacniho media s obsahem séra 10%
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nebo vice byla pozorovana transdiferenciace bunék ¢ockového epitelu (Kim, 2004;
Nagamoto, 2000).

V poslednich letech je intenzivné studovan vliv ROS na proliferaci riznych
typu bunék.
Studie prokazaly, ze oxidanty mohou fungovat jako ¢asné rlstové signalni molekuly
a ze aktivuji signalni cesty, které jsou rovnéz aktivovany ristovymi faktory (Davies,
1999; Park, 2001; Chen, 2000). V souvislosti s proliferaci epitelialnich bunék ¢ocky
byl zejména studovan efekt peroxidu vodiku (H205). Bylo prokazano, Zze peroxid
vodiku maze ovlivnit mitotickou aktivitu epitelialnich bunék ¢o¢ky. Tento efekt je
zavisly na davce (Ohguro, 1999). Z uvedené studie vyplyva, ze H,O, muze v
subtoxickych koncentracich fungovat jako signalni molekula. Efekt peroxidu vodiku je
dale zavisly na poctu kultivovanych bunék. To zfejmé souvisi s vétsi detoxifikacni
kapacitou vétSiho poctu bunék a snad i s indukci sekrece néjakého autokrinniho
faktoru zvySuijici pfeZiti a proliferaci bunék. Byl rovnéz pozorovan efekt insulinu a
epidermalniho rustového faktoru (EGF) na proliferaci bunék ¢o¢kového epitelu pfi
soucasné sublethalni davce H,O,. Pfi této davce dochazi bez pritomnosti dalSich
rustovych faktort k zastavé proliferace bunék. V pfitomnosti insulinu nebo EGF vSak
buriky dale proliferovaly. Obdobny efekt byl pozorovan u endotelovych bunék
umbilikalni vény. PFi expozici vaskularnimu endotelidanimu faktoru (VEGF) a
basickému fibroblastovému rastovému faktoru (bFGF) byly burfiky odolngjsi vici
oxidativnimu stresu. Autofi referovali o aktivnim defensnim mehanismu, ktery
zahrnoval tvorbu NADPH cestou pentosového cyklu metabolismu glukosy a
zvySenému obratu glutathionu a glutathionperoxidasy (Yang, 1997). Obdobny
mechanismus se muze uplatfiovat i v pfipadé efektu EGF a insulinu na epitelové

bunky ¢ocky.
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Byl studovan rovnéz efekt NO na proliferaci bunék ¢ockového epitelu. Byl
identifikovan jako faktor zajistujici pfeziti bunék v in vitro podminkach (Chamberlain,

2008).
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2 Hypotézy a cile prace

2.1 Vliv hypoxie na zmény extracelularni matrix rohovky

Za hypoxickych podminek se v tkanich uvolfiuje zvySené mnozstvi reaktivnich
sloucenin kysliku a dusiku (ROS a RNS), které mohou nasledné vést k poskozeni
extracelularni matrix tkané. Toto poskozeni nebo i samotné reaktivni slou¢eniny
kysliku a dusiku mohou dale aktivovat enzymy (napf. metaloproteinasy) vedouci k
remodelaci a obnové poskozené tkané.

Cilem téchto experimentl bylo ovéfit hypotézu, Ze expozice rohovky chronické
hypoxii vede v rohovce ke zvySené produkci reaktivnich sloucenin kysliku a dusiku.
Tyto slou€eniny aktivuji kolagenolytické enzymy, které zplsobi pfestavbu

rohovkového stromatu.

2.2 Vliv kultiva¢niho podkladu na proliferaci bunék ¢ockového epitelu a expresi
o —-SMA

Sekundarni katarakta je v souCasné dobé nejCastéjSi komplikaci po operaci
katarakty. Objasnéni mechanismu a faktort regulujicich proliferaci a transdiferenciaci
bunék epitelu Cocky je nezbytné pro mozné ovlivnéni vzniku sekundarni katarakty. Je
popsan vliv slozeni extracelularni matrix na rist a fenotyp rdznych typu bunék.
Zaroven je dobfe zdokumentovano, ze rizné typy materialt pouzivanych pro vyrobu
umélych nitroo€nich ¢ocek zpusobuiji rizny stupen fibrézni metaplasie a sekundarni
katarakty.

Cilem nasich experimentl bylo objasnit vliv béznych podkladl pouzivanych pfi

péstovani bunécnych kultur na expresi a —SMA v kulturach epitelovych bunék cocky.
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Vzhledem k tomu, Ze vysledky pfedeslych studiich v této oblasti jsou nejednoznacné,
zaméfili jsme se rovnéz na mozny vliv dalSich kultivanich podminek, jako je rezim
vymeény kultivacniho media, suplementace fetalnim sérem, bunééna densita a mozné

rozdily primarni a sekundarni kultury.

2.3 Oxidanty a antioxidanty jako faktory regulujici proliferaci bunék epitelu
¢ocky

Z predeslych studii na riznych bunéénych typech je znamo, zZe oxidanty (napf.
H20,) i antioxidanty (napf. vitamin A, vitamin E) mohou pUsobit za ur€itych podminek
jako faktory ovliviujici buné€nou proliferaci.

Cilem téchto experimentl bylo objasnit efekt nizkych koncentraci peroxidu

vodiku (H205), retinolu a a-tokoferolu na proliferaci bunék epitelu Cocky in vitro.
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3 Vlastni experimentalni prace

3.1 Vliv hypoxie na zmény extracelularni matrix rohovky

3.1.1 Material a metody
3.1.1.1 Expozice hypoxii

Samci laboratorniho potkana kmene Wistar (cca180 g) byli vystavovani hypoxii
v isobarické hypoxické komofre (Fi02=0,1)(Hampl a Herget, 1990). Koncentrace
kysliku byla monitorovana a regulovana. CO, byl adsorbovan KOH a natronovym
vapnem a nadmérna vihkost byla kondenzovana v lednici a adsorbovana silikagelem.
Potkani byly vystavovany hypoxii po dobu 4 dn(1,14 dn a 3 tydn(. Kazda pokusna

skupina méla vlastni kontrolni skupinu.

3.1.1.2 Stanoveni vaskularizace rohovky

Osm zvifat vystavenych hypoxii po dobu 3 tydna a Sest zvifat kontrolnich bylo
anestezovano Thiopentalem a jejich rohovka byla fotografovana na stérbinové lampé
digitalni kamerou. Ziskana obrazova dokumentace byla dale analyzovana pomoci
pocitaCového zpracovani obrazu. Mira vaskularizace byla hodnocena jako

vzdalenost prorustajicich cév od limbu do stfedu rohovky.

3.1.1.3 Zpracovani rohovkové tkané
Bulby byly enukleovany a rohovky odebirany pod lupou ihned po usmrceni
zvifete vysokou davkou Thiopentalu. Byla odebirana centralni ¢ira rohovkova tkan

bez prouzku perilimbalniho zasednuti (primér odebraného ter€iku 4 mm). Ihned po
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odbéru byla tkan dale rozstfihana na drobné €asti, promyta v destilované vodé a

zamrazena.

3.1.1.4 Analyza kolagennich proteint v rohovce

K analyze byly pouZity rohovky zvifat vystavenych hypoxii po dobu 4, 14 nebo
21 dnl. Kazda pokusna skupina méla vlastni kontrolni skupinu. Zamrazena tkar byla
lyofilizovana a pepsinizovana ve 100 ul 10% roztoku pepsinu (1mg pepsinu/1mi
CH3COOH), pH 2,5 na 1mg suché vahy tkané 4 h pfi pokojové teploté a dale 20 h pfi
teploté 4 ‘C a nasledné byly vzorky zcentrifugovany (8000xg, 30min) (Novotna a
Herget, 1998). Supernatant byl lyofilizovan.
Gelova elektroforeticka separace (SDS-PAGE) byla provedena dle Laemmliho na
diskontinuitnim vertikalnim gelu za pouziti 4% zavadéciho gelu a 7,5% separacniho
gelu. Vzorky byly rozpustény ve vzorkovém pufru v koncentraci 4 g/ml a 12 pg
kolagenni frakce bylo nasazeno na prouzek. Standard kolagenu | (Sigma) byla
nanesen v mnozstvi 8 ug na prouzek. Elektroforeticka separace byla provedena
v Tris-glycinovém pufrovém systému bez redukce v Mini-PROTEAN I
Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, USA). Gely byly barveny pro zobrazeni
proteint v roztoku 0,25% Coomassie Brilliant Blue R v methanol-kyselina octova-
voda (40:10:50 v/v/v). Odbarveni bylo provedeno v roztoku methanol-kyselina
octova-voda (40:10:50 v/v/v). Gely byly analyzovany densitometricky za pouziti
programu pro méfeni elektroforetickych densit ElfoMan 2.0 (ing. Jifi Semecky,

Praha, CR).
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3.1.1.5 Zymografie

Kolagenolytické enzymy byly z lyofilizované tkané rohovek extrahovany
pomoci neredukujicicho pufru pro vzorek (1,5% SDS, 15% glycerol, 0,025%
bromfenolova modf) v mnozstvi 50 pl/ 1mg suché vahy tkané pfi 4°C po dobu 22 h a
separovany 10% SDS-PAGE obsahujici 0,1% Zelatiny. Pro odstranéni SDS byly gely
promyvany 30 min v 2,5% (v/v) Triton X-100 a Triton byl poté odstranén promytim
gell v destilované vodé a inkubaénim pufru ( 50 mM Tris-HCI, ph7,8; 10 mM CacCly;
10 mM NacCl). Gely byly inkubovany v inkubaénim pufru 17 h, pfi 37°C. Gely byly
barveny v roztoku 0,25% Coomassie Brilliant Blue R v methanol-kyselina octova-
voda (40:10:50 v/v/v). Odbarveni bylo provedeno v roztoku methanol-kyselina
octova-voda (40:10:50 v/v/v). Byly pouzity vysokomolekularni standardy molekulové
hmotnosti (Pharmacia Biotech, USA). Lytické zony byly analyzovany densitometricky
za pouziti programu pro méfeni elektroforetickych densit ElfoMan 2.0 (ing. Jifim

Semeckym, Praha, CR).

3.1.1.6 Stanoveni 3-nitrotyrosinu metodou ELISA

Jemné nastfihané rohovky byly homogenizovany ultrazvukem ¢&tyfikrat 1s (100
W) a extrahovany v 250 pl isotonického pufru pufrovaného Tris pH 8,4 (TBS) po
dobu 3 hod pfi 4°C. Poté byly vzorky zcentrifugovany a supernatant pouzit pro
stanoveni koncentrace 3-nitrotyrosinu (viz niZe) a pro stanoveni koncentrace
bilkovin (Smith et al., 1985).
Ke stanoveni koncentrace 3-nitrotyrosinu byla pouZita mirné modifikovana metoda
dle Hergeta (Herget et al, 2000). Polystyrenové desticky (Maxisorp, Nunc) byly
potaZzeny bovinnim serumalbuminem (BSA) nitrovanym tetranitromethanem

rozpusténym v PBS v koncentraci 5 nM (vzhledem k nitrotyrosinu). Nespecificka
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sorbce desticek byla blokovana PBS s 0,05% Tween-20 (TPBS) po dobu 15 min.
Poté bylo napipetovano 50 pl nafedéného standardu (peroxynitritem nitrovany BSA)
nebo zkoumaného vzorku v TBS s 0,2% zelatiny, pH 8,4 a pfidano 50 pl v témze
pufru nafedéné (1:125 000) ascitické tekutiny nami pfipravené monoklonalni
protilatky NO-60-E3 a inkubovano 90 min pfi laboratorni teploté za mirného trepani .
Poté byly desti¢ky tfikrat oplachnuty v PBS a pfidano 100 ul/jamku antimysi kralici
protilatky konjugované s peroxidasou (SWAR/Px, Sevapharma, CR) fed&né 1:1000 v
1% BSA v PBS a opét inkubovany po dobu 90 min. Dale byly vzorky pétkrat
oplachnuty TPBS a byla provedena barevna reakce s o-fenylendiaminem. Reakce
byla zastavena po 30 min pfidanim kyseliny sirové. Absorbance byla odectena pfi
492 nm a standartni kfivka a koncentrace vzorkl byly vypocteny dle Rodbardovy
Ctyfparametrové kfivky (Rodbard and McClean, 1977).

Vysledky jsou uvadény jako mnozstvi nitrotyrosinu na gram bilkoviny (pmol/g).

3.1.1.7 Méfeni poSkozeni proteint volnymi radikaly

Bylo méfeno radikalové poskozeni po expozici hypoxii 4 dny, 14 dni a 21 dni.
Ke kazdé pokusné skupiné byla skupina kontrolnich zvifat (5 zvifat vystaveno hypoxii
4 dny a 5 zvifat kontrolnich, 7 zvifat vystaveno hypoxii 14 dni a 6 kontrolnich zvifat a
6 zvifat vystaveno hypoxii 21 dni a 6 zvifat kontrolnich). Byla méfena koncentrace
proteind modifikovanych produkty volnych radikal pomoci fluoreskujicich
proteinovych adduktl v rozpustné proteinové frakci (Gardner, 1979, Fukuzawa et al.,
1985, Itakura et al., 2000). Rohovka byla homogenizovana v 50 mM fosfatovém
pufru, pH 7.4, homogenat byl vycistén centrifugaci (10 000 x g, 10 min) a byla
mérena trojrozmérna fluorescencni spektra v supernatantu. Ke kvantitativnimu

mérfeni byla pouzita excitacni (360 nm) a emisni (446 nm) spektra. Hodnoty byly
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vyjadreny v relativnich fluorescenénich jednotkach (RFU) na mg proteinu, jak

zavedeno dle Lowryho et al. (1951).

3.1.1.8 Chemikalie
Vsechny pouzité chemikalie byly nejvy$si dostupné Cistoty. Pokud neni

uvedeno jinak, byly pouzity chemikalie od Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko.

3.1.1.9 Statisticka analyza

Vysledky jsou presentovany jako priimérna hodnotatsmeérodatna odchylka.
Byly statisticky zpracovany metodou ANOVA a Scheffeho testem. Statisticka analyza
byla provedena pomoci programu StatView 5.0, SAS Institute Inc (Cary, North

Carolina). Rozdily byly povazovany za signifikantni pfi p<0,05.

3.1.2 Vysledky
3.1.2.1 Vaha pokusnych zvirat

Ctvrty a 21. den byla vaha pokusnych zvifat signifikantné nizsi nez zvifat
kontrolnich. Potkani vystaveni hypoxii vykazovaly po ¢tyfech dnech hypoxie vahovy
ubytek na rozdil od zvifat kontrolnich. Signifikantné niz8i byly i vahové pfirtstky
zvifat vystavenych hypoxii mezi ¢tvrtym a 21. dnem v porovnani s vahovymi

pFirdstky kontrolnich zvifat.
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3.1.2.2 Vaskularizace rohovek
PFi hodnoceni vzdalenosti proristani limbalnich cév do rohovky nebyl zjistén
signifikantni rozdil v mife vaskularizace rohovky mezi skupinou zvifat vystavenych 3

tydenni hypoxii a skupinou kontrolni (Obr.11).

3.1.2.3 Analyza kolagennich proteinti v rohovce

V elektroforetickém profilu kolagennich bilkovin rohovek vystavenych hypoxii
po dobu 4 dn(, 14 dna a 3 tydna (Obr. 12,13) jsme neprokazali rozdil oproti vzorkim
ziskanych z rohovek kontrolnich zvifat. Ze zastoupeni jednotlivych frakci je patrné
relativné nizky podil frakce 3 a y, coz svédCi pro dobrou rozpustnost kolagenu

obsazeném v rohovce.

3.1.2.4 Zymograficka analyza

V rohovkach zvifat vystavenych 4 denni, 14 denni a 3 tydenni hypoxii i zvifat
kontrolnich jsme prokazali pfitomnost lytické zony v oblasti 72 kDa, odpovidajici
proenzymu gelatinazy A (proMMP-2) a v oblasti odpovidajici aktivované formé
gelatinazy A (MMP-2) (Obr. 14). Pfi denzitometrickém hodnoceni zymografickych
gelu jsme neprokazali rozdil mezi skupinami zvifat vystavenych hypoxii a skupinami

kontrolnimi.

3.1.2.5 Stanoveni radikalového poSkozeni tkané rohovky
Pro hodnoceni radikalového poskozeni tkané rohovek jsme pouzili sledovani
koncentrace 3-nitrotyrosinu a koncentrace proteint modifikovanych produkty volnych

radikalt pomoci fluoreskujicich proteinovych adduktl v rozpustné proteinové frakci.
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Koncentrace nitrotyrosinu v rohovkach zvifat vystavenych hypoxii po dobu 4, 14 dnu
a 3 tydnU se signifikantné neliSila od vzork( ziskanych ze zvifat kontrolnich (Obr. 15).
Rovnéz koncentrace fluoreskujicich proteinovych adduktd mérenych v rohovkach
kontrolnich zvifat (0.128+0.003 RFU/g, a v rohovkach zvifat vystavenych hypoxii 4
dny (0.127+0.003 RFU/g), 14 dni (0.127+0.003 RFU/g) and 21 dni (0.129+0.002

RFU/g) se neliSila.

3.1.3 Diskuze

Je znamo, Ze tkanova hypoxie indukuje v organech neovaskularizaci a
remodelaci extracelularni matrix. Zasadni roli v tomto procesu patrné hraje poSkozeni
vznikajicimi volnymi radikaly. Rohovka je avaskularni organ. Za fyziologickych
podminek je zasobeni kyslikem zajisténo prevazné pfimou difuzi z okolni atmosféry.
Béhem zavrenych oci je zasobeni kyslikem zajistovano cévami palpebralni spojivky.
PO, ve spojivkovych kapilarach je asi 60 mmHg. Na povrchu rohovky pO; klesa asi
na 40 mmHg. Béhem dlouhodobého uzavreni vicek dochazi ke kaskadé
biochemickych, bunécnych a mikrobialnich zmén, které mohou vyustit az v zanétlivy
stav, hypoxii a pfiznaky suchého oka, i kdyz v mife téchto zmén existuji vyrazné
interindividualni rozdily (Liesegang 2002). Stav hypoxie rohovky ma i svuj klinicky
korelat, nebot se véfi, Ze komplikace noSeni kontaktni coCek (edém epitelu, tvorba
mikrocyst, sniZeni poctu epitelidlnich mitdz, neovaskularizace rohovky) jsou
zpusobeny redukci v pfisunu kysliku do rohovkové tkané (Ladage et al. 2001,
Donnenfeld et al. 1991). Kontaktni €o¢ky vSak mohou pusobit téZ mechanické trauma
a nékteré studie dokladaji, ze toto mechanické trauma samotné muize zpUsobovat

zmény v metabolismu rohovky a indukovat edém epitelu (Thoft a Friend 1975,
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Cejkova 1992). Rovnéz je nutné vzit v Gvahu moznou hyperkapnii a zvyseni teploty
pod kontaktni Co¢kou (Mastropasqua 1998).

V nasi studii jsme se zabyvali otazkou, zda hypoxie okolniho vzduchu
indukuje neovaskularizaci v avaskularni rohovce a remodelaci proteinl extracelularni
matrix podobné jak bylo popsano ve vaskularizovanych organech. Pfedpokladali
jsme, ze hypoxie indukuje zvySenou produkci kyslikovych a dusikovych radikald,
které dale mohou aktivovat kolagenolyzu a degradaci protein( extracelularni matrix
(Fini 1998). Remodelace extracelularni matrix se mlze Ucastnit pfi neovaskularizaci
rohovky. Neprokazali jsme vSak zvySeni koncentrace nitrotyrosinu (markeru zvySené
produkce peroxinitritu, Beckman 1996) ani zvySeni koncentrace proteina
modifikovanych volnymi radikaly (lipoperoxide-related fluorophores, markery
oxida¢niho poskozeni tkané) v rohovkach laboratornich potkanu vystavenych hypoxii.

Rovnéz jsme v Zadném testovaném ¢asovém intervalu neprokazali rozdil v
kolagenolytické aktivité v rohovkach zvifat vystavenych hypoxii a kontrolnich zvifat.
Elektroforeticky profil kolagennich bilkovin nebyl u zvifat vystavenych hypoxii
zménén a neprokazali jsme zvySenou vaskularizaci rohovek. V pfedchozich
pokusech v nasi laboratofi bylo vSak prokazano, Zze expozice hypoxii ve stejné
hypoxické komore za stejnych podminek indukovala vzestup kolagenolytické aktivity
v plicni tkani a v perifernich plicnich arteriich, coz vedlo k zaznamenani nového
prouzku v elektroforetickém profilu kolagennich bilkovin v oblasti $t€pu kolagenu
(Novotna a Herget 1998). NaSe vysledky jsou v rozporu s vysledky Mastropasquy et
al. (1998), ktefi po expozici hypoxii (pO, 76 mmHg, 30 dni) pozorovali reorganizaci
rohovkového stromatu a ztlusténi Descemetské membrany. Rovnéz detekovali
znamky aktivni proliferace cév a neovaskularizaci. V rohovkovém stromatu popsali

vyskyt polymorfonuklear(, lymfocytd a makrofaga. Nelze proto vyloudit pfitomnost
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zaneétu, ktery muze ale nemusi byt pfimym didsledkem hypoxie. V nasich
experimentech jsme nestudovali histologické zmeény rohovky a nemizeme proto
vyloucit ani potvrdit moznou pfitomnost zanétlivych bunék ve stromatu. Cilem nasi
studie byla navic analyza centralni avaskularni ¢asti rohovek. Rovnéz tak nemizeme
vyloucit mozné zmény vyvolané hypoxii v limbalnich oblastech rohovky. Neprokazali
jsme vSak znamky pokrocilé neovaskularizace rohovky, vaskularizace v limbalnich
oblastech se vyznamné neliSila u rohovek zvifat vystavenych hypoxii a zvifat
kontrolnich. Absence vaskularizace rohovky mlze zaroven vysvétlit absenci aktivace
kolagenolyzi v pfipadé rohovek a naproti tomu rychle se rozvijejici degradaci
kolagenu v pfipadé plicni tkané pfi stejné urovni hypoxie. Kromé toho je dale nutno
uvazovat mozné pohlavni rozdily v citlivosti na hypoxii. Mastropasqua et al. pouZzili
pro své experimenty samice potkana Wistar, v naSich experimentech jsme pracovali
se samci. Pohlavni rozdily v citlivosti na hypoxii byly jiz dfive dokumentovany (Griffin
2000, Zhao a Eghbali-Webb 2002).

V nasi praci jsme se nezabyvali moZnymi zmé&nami ve sloZeni non-
kolagennich proteinli po expozici hypoxii. Zmény v produkci proteoglykant
v zavislosti na tenzi kysliku byly popsany v raznych pojivovych tkanich véetné
rohovky. Bylo prokadzano zvySeni obsahu keratan sulfatu v neprospéch chondroitin
sulfatu (tkanova koncentrace) za podminek nizké dodavky kysliku (Scott 1992). Je

proto tfeba dalSich studii k uplnému objasnéni vlivu hypoxie na tkar rohovky.
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3.2 Viliv kultivaéniho podkladu na proliferaci bunék co¢kového epitelu a

expresi a —-SMA

3.2.1 Material a metody
3.2.1.1 Izolace bunék ¢oCkoveho epitelu a primarni kultura

Cerstvé prasedi o&i byly ziskany z lokalnich jatek a zpracovany béhem 4
hodin. Celé oko bylo desinfikovano omytim v 96% etanolu 30 s a poté oplachnuto v
roztoku fosfatového pufru (PBS). Rohovka byla asepticky odstranéna a ¢oc¢ka byla
uvolnéna pomoci sterilni plastové zkumavky. Byly odstranény pfipadné zbytky
zonularnich viadken. Celé €ocky (40 ¢ocek) byly inkubovany v 30 ml 0,03% roztoku
kolagenasy (Sigma) Dulbeccové modifikaci Eaglova esencialniho media (D-MEM,
Sigma) s pfidavkem gentamycinu (80 pg/ml, LEK, Slovenia) 4-5 hodin pfi 37°C.
Uvolnéné burky byly zcentrifugovany (10 min, 900g), oplachnuty v D-MEM pro
odstranéni zbytkl roztoku kolagenazy a resuspendovany v 10 ml kultivaéniho media
D-MEM s 10% fetalnim bovinnim sérem (FBS, Pansystems, Némecko) a
gentamycinem (40 pg/ml).

Kultivacni jamky byly pfipraveny pomoci FlexiPERM micro 12 systému (plocha
0.2 cm?, Greiner-Bio-One) adherovaného na polystyrenové Petriho misky (NUNC,
Dansko; prumér 9 cm) nebo mikroskopické podlozni sklicko (KnittelGlaser,
Némecko). Bylo pfipraveno 72 komuarek na polystyrenovych miskach (24 z nich bylo
potazeno kolagenem typu |, izolovany z krysich ocasu, 10 pg /ml, 40 pl/jamku, 24
bylo potaZeno kolagenem typu IV, Sigma, 10 ug/ml, 40 pl /jamku a 24 jamek bylo
ponechano nepotazenych) a 48 jamek bylo pfipraveno na podloznich skli¢kach (24
jamek bylo potazeno kolagenem typ |, izolovanym z krysich ocast, 1mg/ml, 40

ul/jamku a 24 bylo ponechano bez tpravy povrchu). Uprava povrchu jamek byla
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provedena nékolik dnt pfedem (40 ul roztoku pozadovaného typu kolagenu bylo
naneseno do kazdé jamky a nasledné ususeno v pfes noc v biohazard boxu). Do
kazdé jamky bylo inokulovano 100 pl suspenze bunék). Treti a desaty den jsme
pridali 100 ul Cerstvého média a celé medium bylo ménéno sedmy den kultivace.
Buriky byly kultivovany 24 h, 3, 7 nebo 12 dni, poté byly kultury oplachnuty v PBS a
fixovany metanolem ochlazenym na 4 °C. Fixované bunky byly testovany na expresi

a-SMA a expresi a, f and y krystalint (viz dale).

3.2.1.2 Kultivace sekundarni kultury

Praseci bulby byly zpracovany a ¢ocky izolovany jak posano vyse. Po inkubaci
s roztokem kolagenasy byly buriky zcentrifugovany a nasazeny na 24-jamkoveé
desticky (NUNC). Bunky ziskané ze 40 ¢ocek byly inokulovany do 10 jamek. Burky
byly péstované v D-MEM s 10% fetalniho bovinniho séra (FBS, Pansystem,
Némecko) a gentamycinem 40 pg/ml. Do kazdé jamky bylo inokulovano 0,5 mli
suspenze bunék a druhy den bylo pfidano dalSich 0,5 ml media. Celé medium bylo
vymenéno po tydnu.

Buriky dosahly konfluence po 10 dnech. Kultury byly trypsinizovany (0,1%
trypsin v PBS) a bunky nasazeny do jamek pfipravenych pomoci FlexiPERM micro
12 systemu (Greiner-Bio-One, viz vy$e) na polystyrenovych miskach (NUNC) nebo
polystyrenovych miskach, které byly predem potazeny kolagenem typu | (izolovany z
krysich ocasu, 10 pg/ml, 40 pl/jamku) nebo kolagenem typu IV (Sigma 10 pg/ml, 40
pl/jamku), a na sklenénych podloznich skliCkach nebo podloznich sklickach predem
potazenych kolagenem typu | (izolovany z krysich ocast, 1mg/ml, 40 pl/jamku).
Potazeni kultivaCnich jamek bylo pfipraveno jak uvedeno vyse. Pro kazdou

experimentalni skupinu bylo pfipraveno 18 jamek. Do kazdé jamky bylo nasazeno
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4800 buné&k ve 100 pl kultivagniho media. Ctvrty den kultivace bylo do jamek pfidano
100 ul D-MEM. Po 24 h, 4 dnech ¢&i 8 dnech kultivace byly kultury oplachnuty PBS a
fixovany metanolem ochlazenym na 4 °C. Bunky byly nasledné testovany na expresi
a-SMA a expresi a, B a y krystalinu. Byla analyzovana proliferace bunék na

jednotlivych podkladech.

3.2.1.3 Imunocytochemicka analyza a analyza proliferace bunék

Fixované kultury byly inkubovany 30 min s 3% roztokem praseci krevni plasmy
v PBS s 0,05% Tweenem 20 (PBS-Tween, Sigma) pro vyblokovani nespecifickych
vazeb. Poté byly bunky oplachnuty dvakrat roztokem PBS a barveny na a-aktin
hladkych svalovych bunék dle instrukci vyrobce. Jako primarni protilatka byla pouzita
mySi monoklonalni protilatka proti lidskému a-SMA (Sigma, 1:200). Jako sekundarni
protilatka byl pouzit prase€i anti-mysi imunoglobulin znadeny peroxidasou (SWAM,
Sevapharma, CZ, 1:40). Vizualizace byla dokon¢ena pfidanim roztoku s obsahem 3-
amino-9-ethyl-carbazolu a peroxid vodiku. Na zavér byla dobarvena bunéc¢na jadra
hematoxylinem. Pro vylou€eni nespecifické reakce bylo provedeno kontrolni barveni
bez primarni nebo sekundarni protilatky (nahrazeny PBS).

Byl pocitan poCet bunék na jednotlivych jamkach sekundarnich kultur pomoci
pocitaCového softwaru pro zpracovani obrazu (LUCIA G, Laboratory Imaging, CZ).
Byl stanoven doubling time (DT) pomoci k parameter, které byly kalkulovany z
regresni kfivky po logaritmické transformaci poc¢tu bunék (N) dle vzorce log N = log
No + kt. Buriky byly pocitany po 24h a po 96h, protoze v této dobé dochazi k
logaritmickému rastu. DT byl vypoéten z parametru k regresni kfivky dle vzorce DT =
log2/k.

Byl rovnéz spocitan poCet a-SMA pozitivnich bunék v kazdé jamce
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sekundarnich kultur pomoci pocitacového softwaru pro zpracovani obrazu (LUCIA G,
Laboratory Imaging, CZ) a vyjadfen jako procento z celkového poctu bunék na

jamce.

3.2.1.4 Priprava antigen( krystalin( praseci ¢o¢ky

Byly ziskany o¢ni bulby ze zvifat (stafi 6-8 mésicl) z lokalnich jatek a
prevezeny na ledu do laboratofe. Coéky byly vyjmuty a homogenozovany v PBS s 2
mM EDTA (gel filtration buffer). Pomoci chromatografie na Sepharose 6B-CL column
(2.5x88cm) byly izolovany alpha a beta-krystalin a na Sephacryl-200 column

(2.5x90cm) byl izolovan y-krystalin (Abbasi 1998) .

3.2.1.5 Pfirava monoklonalnich protilatek

Sestitydenni samice BALB/c mysi byly imunizovany intraperitoneainé
prasecim krystalinem €ocCky (o, nebo y), ktery byl izolovan jak popsano vyse, v
kompletnim Freundové adjuvans. Druha imunizace byla provedena po 4 tydnech
obdobnym zpusobem stejnym antigenem v inkompletnim Freundové adjuvas a
posledni imunizace byla provedena po 8 intrasplenickou injekci antigenu v PBS, pH
7.2. Splenocyty imunizovanych zvifat byly izolovany po 4 dnech a fuzovany s
myelomovymi bufikami linie Sp2/0 pomoci elektrofuze v izotonickém mediu (Neil and
Zimmermann, 1993). Supernatanty hybridomu byly testovany pomoci imunosorbentni
eseje (ELISA) na pfitomnost imunoglobulind proti pdvodnimu imunizujicimu antigenu.
Stru¢né, mysi imunoglobuliny byly detekovany na mikrotitracnich desti¢kach
potazenych 5 pg/ml pfislu§ného praseciho krystalinu (a, p nebo y) v bikarbonatovém
pufru pfi pH 9.2. Pozitivni kolonie hybridomu byly kultivovany a subklonovany

nejméné dvakrat pomoci limitujici dilu€ni metody. Tfi hybridomy, a-8-D5 (a-krystalin
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pozitivmi), -9-F10 (B-krystalin-pozitivni) a y-4-A4 (y-krystalin pozitivni) byly pouzity k
produkci ascitické tekutiny pomoci intraperitonealni injekce 10° bunék do samcti
BALB/c mysi, ktefi byli pfedem pfipraveni injekci Freundova inkompletnich adjuvans.
Ascitické tekutiny byly odebrany po 10-14 dnech a skladovany s pfidavkem 0.05%
NaN; pfi 4°C. Specificita pfipravenych monoklonalnich protilatek byla provéfena

pomoci imunoblottd s jednotlivymi frakcemi krystalind (o,  nebo y).

3.2.1.6 Testovani produkce a-, 3- a y-krystalin( burikami epitelu ¢oCky

Buriky byly péstovany na kolagenu typu [, IV a na polystyrenovych miskach
bez Upravy povrchu. Byla sledovana exprese a-, - a y-krystalini v sekundarnich
kulturach po 4, 8 a 22 dnech kultivace.. Fixované buriky byly inkubovany 30 min s
3% roztokem praseci krevni plasmy s PBS-Tween k vyblokovani nespecifickych
vazeb. Nasledné byly buriky oplachnuty dvakrat PBS a barveny na a-, B- nebo y-
krystalin. Jako primarni protilatka byla pouZita mySi monoklonalni protilatka proti
praseCimu a-, B- nebo y-krystalinu (a-8-D5, 3-9-F10 and y-4-A4, viz vySe). Jako
sekundarni protilatka byl pouZit praseCi antimysi imunoglobulin konjugovany s
peroxidasou (SWAM, Sevapharma, CZ, fedéni 1:40). Vizualizace byla dokon¢ena
pridanim roztoku s obsahem 3-amino-9-ethyl carbazolu a peroxidu vodiku. Na zavér
byla bunécna jadra dobarvena hematoxylinem. Kontrolni barveni bylo provedeno bez
primarni nebo sekundarni protilatky (nahrazené PBS) k vylou€eni nespecifického

barveni.

3.2.1.7 Vliv rezimu vymény kultivacniho media
Pro tento pokus byly pouzity buriky krali¢i TOTL-86 linie (linie krali¢ich

epitelovych bunék €ocky, dar od Dr. Noboyuki Ohguro, Osaka University Medical
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School, Japonsko). Buriky byly nasazeny na 96 jamkové kultivacni desticky (NUNC).
Buriky byly kultivovany 24, 4 nebo 8 dnti ve 100 yl D-MEM s 10% FBS. Ctvrty den
bylo pfidano 100 pyl media do poloviny jamek, u druhé poloviny bylo opatrné celé
kultivaéni medium vyménéno. Nasledné byly kultury kultivovany dalSi 4 dny. Na
konci poZzadovaného kultivaéniho obdobi byly kultury oplachnuty PBS a fixovany
metanolem ochlazenym na 4 °C . Bunky byly obarveny hematoxilinem a celkovy
pocet bunék byl spocitan v 6 jamkach kazdé skupiny. Byl stanoven doubling time
(DT) z parametru k vypoctenych z regresni kfivky po logaritmické transformaci poctu
bunék (N) dle vzorce log N =log Ny + kt. PoCet bunék byl stanovovan po 24 h a po
96h, protoze v této dobé dochazi k logaritmickému ruastu bunék. DT byl vypocten z

parametru k regresni kfivky dle vzorce DT = log2/k.

3.2.1.8 Statisticka analyza

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + standardni odchylka (SD). Vysledky
byly statisticky zpracovany pomoci metody ANOVA, byl pouzit FisherGv post-hoc
test. Za statisticky vyznamné byly povazovany vysledky s p<0.05. Statisticka
analyza byla provedena pomoci statistického softwaru StatView 5.0, SAS Institute Inc
(Cary, North Carolina).

Statisticka vyznamnost stanovenych rozdili DT mezi kulturami bunék
péstovanych na rozdilnych podkladech byla hodnocena na zakladé ziskanych k a
jejich standardnich chyb od priiméru (S.E.M.) pomoci Studentova testu pro neparova

data.
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3.2.2 Vysledky
3.2.2.1 Chovani bunék v primarni kulture

V kulturach fixovanych po 24 h kultivace nebyly pfitomny Zadné bunky. Po
Ctyfech dnech kultivace se objevily malé shluky bunék, zadné buriky se nebarvily
pozitivné na a-SMA. Po sedmi dnech dosahly kultury témeér konfluence, stale nebyly
pfitomné buriky pozitivni na a-SMA. Po 12 dnech kultivace se nékteré burnky zacaly
barvit pozitivné na a-SMA. V plvodné konfluentni kultufe se opét objevily mista bez
bunék (Obr. 16).

Nejhure proliferovaly bunky na skle. Na tomto povrchu bunky nedorostly do
konfluence ani po 12 dnech kultivace. Pfesto se nékteré zacaly pozitivné barvit na a-
SMA. Charakteristiky rdstu bunék primarnich kultur na kolagenu typu | (10 pg/ml),
kolagenu typu IV a nepotaZzenych plastikovych miskach se neliSily. V kulturach bunék
na kolagenu typu | na skle (1 mg/ml) se kolagenni vrstva po 4 dnech kultivace
kontrahovala a buriky pokracovaly v ristu na obnazeném sklenéném povrchu. Rist
bunék v téchto vzorcich jsme proto dale nehodnotili.

Na zakladé rustovych charakteristik bunék primarnich kultur jsme se rozhodli
kultivovat primarni kultury pro pokusy se sekundarnimi kulturami na plastikovych

kultivaénich miskach s dale neupravovanym povrchem.

3.2.2.2 Chovani bunék v sekundarni kulture 1.- 4. den

V pfipadé sekundarnich kultur adheroval po 24 hod signifikantné vétsi pocCet
bunék na kolagenni povrchy, tj. kolagen typu | (1192+119 cells/well) a kolagen typu
IV (1160+159 cells/well) nez na nepotazené plastikové misky (7811152 cells/well;
p=0,0014, resp. p=0,002) a mikroskopicka podlozni sklicka (711+£155 cells/well;

p=0,0003, resp. 0,0004). V poctu bunék adherovanych a kolagen typu | a IV nebyl
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statisticky vyznamny rozdil (p=0,7683). Rovnéz rozdil v poctu bunék na
nepotazenych plastikovych miskach a skle nebyl statisticky vyznamny (p=0,5359;
Obr.17). Pocet a-SMA pozitivnich bunék, vyjadfeny v procentech z celkového poctu,
byl signifikantné vy3Si na kolageni typu I (10 pug/ml, 9,3+0,8%, p=0,0015), skle
(8,5%£2,7%, p=0.0109) a neupravenych plastikovych miskach ( 8,7+1,1%, p=0,0072)
nez na kolagenu typu IV (5,94£1,4%, Obr.18 a 19). Vzorky pouzité ke kontrolnimu
barveni nevykazovaly imunoreaktivitu.

V pripadé podloznich skel potaZzenych roztokem s vy$si koncentraci (1 mg/ml)
doSlo po 4 dnech kultivace ke kontrakci kolagenni vrstvy podobné jako v pripadé
primarnich kultur. Buiiky byly malé, kulaté, s pyknotickymi jadry. Vzhledem k tomu
jsme dale rust v téchto vzorcich nehodnotili.

Na ostatnich kultivacnich podkladech se poc€et bunék v prabéhu prvnich 4 dnu
kultivace statisticky vyznamné zvysil (p<0,0001). Ctvrty den kultivace se nelisil podet
bunék na kolagenu typu | (5069+434 bunék/jamku) a IV (5866+1044 bunék/jamku;
p=0,0609) a mezi neupravenymi plastikovymi miskami (3004+194 bunék/jamku) a
podloznimi skly (2390+£501 bunék/jamku; p=0,1398). Celkovy pocet bunék byl
statisticky vyznamné vySSi na kolagenu typu | a IV nez na plastikovych miskach
(p<0,0001, resp.<0,0001) a podloznich sklech (p<0.0001, resp. p<0.0001) (Obr. 17).
Pocet a-SMA pozitivnich bunék byl statisticky vyznamné vySSi na podlozZnich sklech
(19,6+3,2%) nez na kolagenu typu | (9,5£0,6%, p<0,0001), typu IV (9,1£1,7%,
p<0.0001) a plastikovych miskach bez dalSi upravy povrchu (10,32+1,4%, p<0,0001).
Pocet a-SMA pozitivnich bunék po 4 dnech kultivace navic statisticky vyznamné
vzrostl na skle a (p=0,0013) a kolagenu typu IV (p=0,0431) v porovnani s poctem
bunék po 24 h kultivace. Pocet a-SMA pozitivnich bunék se nezménil na

plastikovych miskach (p=0,1262) a kolagenu typu | (p=0,9311, Obr.18 a 20). Vzorky
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pro kontrolni barveni nevykazovaly imunoreaktivitu.

Generacni doba bunék rostoucich na mikroskopickych podloznich sklech byla
41,1 h, na plastikovych miskach s dale neupravovanym povrchem 36,7 h, a
kolagenu typu | 34,5 h | a na kolagenu typu IV 30,9 h. Genera¢ni doba bunék
rostoucich na kolagenu typu | byla statisticky vyznamné kratsi nez bunék rostoucich
na podloznim skle (p=0,031). PfestozZe rozdily v genera¢ni dobé bunék rostoucich na
kolagenu typu | a skle a kolagenu typu IV a plastikovych miskach nebyly statisticky
vyznamné rozdilné (p=0,136, resp. 0,075)), tendence zkracovani generacni doby na

kolagennich podkladech je dobfe patrna.

3.2.2.3 Chovani bunék v sekundarni kulture 4.-8. den

RUst bunék mezi étvrtym a osmym dnem se zpomalil v porovnani s ristem
mezi prvnim a ¢tvrtym dnem. Pocet bunék na kolagenu typu I, IV a skle se nezménil,
pocCet bunék na plastikovyvh kultivacnich miskach statisticky vyznamné klesl
(p=0,0440). Celkovy pocet bunék po osmi dnech kultivace zlstal statisticky
vyznamné vySSi na kolagenu typu | (55581895 bunék/misku) a IV (57191937
bunék/misku) nez na plastikovych miskach (2629+385 bunék/misku, p<0,0001,
resp.p<0,0001) a skle (2705£270 bunék/misku, p<0,0001, resp. p<0,0001 (Obr. 17).
Vzhledem k tomu, Ze dle barevného indikatoru pH v mediu (fenolova ¢erven) nedoslo
k vyznamné zméné pH oproti fyziologickému (7,35), nebyly tyto rozdily v rstu bunék
zfejmé zpusobeny hromadénim kyselych poduktd metabolismu a poklesem pH
kultivacniho media.

Pocet a-SMA pozitivnich bunék bé&éhem tohoto kutivacniho obdobi statisticky
vyznamné vzrostl na vSech pouzitych podkladech (kolagen typu | p<0,0001, kolagen

typu 1V p<0,0001, plastikové misky p=0,0161, sklo p<0,0001). Pocet a-SMA
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pozitivnich bunék byl po osmi dnech kultivace statisticky vyznamné vysSi na
kolagenu typu | (18,7+3,9%, p=0,0399) a IV (22,2+3.0%, p=0,0022) nez na
plastikovych miskach (13,1+£2,0%). Po€et a-SMA pozitivnich bunék byl statisticky
vyznamné vys$Si na skle nez na v8ech dalSich pouzitych podkladech (44,9+6,0%,
p<0,0001) (Obr. 18 a 21). Vzorky pro kontrolni barveni nevykazovaly imunoreaktivitu.

Kultury byly rovnéz testovany na produkci specifickych protein ¢oc¢ky - a-, B-
a y-krystalinl, které jsou povazovany za markery diferenciace bunék ¢ocky. Buriky se
ani v jednom testovaném ¢asovém intervalu na zadném z pouzitych podkladu

pozitivné nebarvily na a-, B- nebo y-krystalin.

3.2.2.4 Vliv reZimu vymény kultivacniho media na proliferaci bunék

RezZim vymény kultivacniho media statisticky vyznamné ovlivnil proliferaci
bunék. Pocet bunék v tomto experimentu statisticky vyznamné vzrostl mezi prvnim
(2420+871 bunék/jamku) a ¢tvrtym dnem (5233+£2056 bunék/jamku, p=0,0014), i
mezi ¢tvrtym a osmym dnem kultivace. Po osmi dnech byl celkovy poCet bunék
statisticky vyzamné vySSi v miskach, v nichz bylo ¢tvrty den vyménéno celé medium
(11380 517 bunék/jamku) nez v miskach, kde bylo pouze medium pfidano
(7970+£1296 bunék/jamku; p=0,0002, Obr. 22). Generacni doba bunék mezi prvnim a
Ctvrtym dnem kultivace byla 65,6 h. Pokud bylo vyménéno celé kultivacni medium,
generacni doba bunék béhem naslednych &tyf dna kultivace byla 79,0 h. Pokud bylo
pouze pfidano Cerstvé medium, generacni doba se prodlouzila 139,7h. V obou
pfipadech nedoslo dle barevného indikatoru obsazeného v kultivanim mediu

(fenolova Cerven) béhem kultivace k poklesu pH.
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3.2.3 Diskuze

V naSich pokusech jsme prokazali zasadni rozdily v rastovych
charakteristikach bunék epitelu praseci ¢oCky mezi primarni a sekundarni kulturou.
Pfedevsim schopnost bunék adherovat na substrat je nizsi v pfipadé primarni
kultury. Buriky zde potfebovaly k adhezi delSi dobu nez béznych 24 h. VétSina bunék
pfi fixaci po 24 h byla tak zfejmé ztracena pfi fixaci a rovnéz tak mohla byt
odstranéna i Cast bunék z kultur fixovanych po 4 dnech. Pokud bylo kultivaéni
medium poprvé vyménéno az po 7 dnech, adherovalo v kultufe dostatek bunék, aby
dorostly do konfluentni kultury. Na rozdil od sekundarnich kultur jsme b&hem prvnich
7 dnu kultivace prokazali a-SMA pozitivni buriky v primokultufe pouze na skle.
Morfologie bunék se vyrazné zménila po dosazeni konfluence. PFi dalSi kultivaci se
znovu objevila prazda mista v kultufe a ¢ast bunék se zacala barvit pozitivné na a-
SMA. Tento proces dobfe odpovida zménam pozorovatelnym na zadnim pouzdfe pfi
formaci sekundarni katarakty po operaci katarakty. Nejprve je detekovatelna
monovrstva bunék, ktera obvykle jen minimalné ovliviiuje vidéni. Nasledné z
nékterych oblasti opét bufiky mizi a objevuji se vicevrstevné oblasti, které tvofi
struktury rozptylujici svétlo. Pfi histologickém barveni detekujeme a-SMA pozitivni
buriky, dochazi k zmnozZeni extracelularni matrix a vazivovym zménam pouzdra,
které mohou vést k jeho nafaseni (Marcantonio 2000, Lois 2003). Obdobny proces
byl rovnéz popsan pfi kultivaci bovinnich LEC’s pfi pouziti explantacni techniky
(Nagamoto 2000). LEC's pfi téchto procesech fenotypicky pfipominaji chovani
hladkych svalovych bunék v in vitro kultufe, které tvofi typické utvary popisované jako
“hills and valleys”. Zaroven ziskavaji Caste¢né kontraktilni fenotyp, charakterizovany
pFitomnosti a-SMA, ktery je dulezitym markerem diferenciace hladkych svalovych

bunék stény cév (Bacakova 1999).
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Pasazované bunky vykazovaly vyznamné vysSi schopnost adheze ke
kultivaénimu podkladu. Buriky jsme zachytily na vSech testovanych kultivacnich
podkladech jiz po 24 h kultivace. Typ pouzitého podkladu pfitom ovlivnil pocet
adherovanych bunék.

V rliznych studiich byl popsan rlizny efekt kultivaéniho podkladu na expresi a-
SMA. Kurosaka ve své praci popsal po Sesti dnech kultivace vice a-SMA pozitivnich
bunék na plastikovych miskach, kolagenu typu | a fibronektinu nez na lamininu a
kolagenu typu IV (Kurosaka 1999). De Jong-Hesse pozoroval vice a-SMA pozitivnich
bunék na kolagenu typu | a fibronektinu nez na plastikovych miskach bez dalsi
upravy povrchu (de Jong-Hesse 2005). V obou pfipadé byly pouzity epitelialni burniky
praseci €oCky, shodné s nasimi pokusy. My jsme prokazali vyznamné vice a-SMA
pozitivnich bunék na skle po &tyfech i osmi dnech kultivace. Po¢et a-SMA pozitivnich
bunék se vyznamné nelisil po ¢tyfech dnech kultivace mezi kolagenem typu |, IV a
neupravenym plastikovym povrchem. Pfekvapivé jsme po osmi dnech kultivace
prokazali vy$si poCet a-SMA pozitivnich bunék na kolagenu typu | a IV nez na
plastikovych miskach bez dalSi upravy povrchu, pfestoze pocet a-SMA pozitivich

Shrneme-li uvedené vysledky, mizeme konstatovat, Ze kultivaéni podklad
ovliviiuje expresi a-SMA, ale neni jedinym faktorem. Vyznamnym faktorem
ovliviujicim expresi a-SMA je zfejmé téz bunécna densita. Osmy den kultivace byl
celkovy pocet bunék signifikanné vysSi na kolagenu typu | a IV neZ na plastikovych
miskach bez dalSi upravy povrchu.Toto mize odpovidat rovnéz situaci popisované
pfi kultivaci primarnich kultur po dobu 12 dni. Rozdily mezi uvedenymi studiemi tak
mohou byt zpisobeny rozdilnou densitou bunék v dobé& hodnoceni kultur.

Nékteré prace popisuji rovnéz vliv obsahu séra v kultivacnim mediu na expresi
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a-SMA u bunék epitelu ¢ocCky (Liu 1996, Ong 2003, Kim 2004). Za normani
podminek in vivo je epitel CoCky a povrchova kortikalni vlakna ¢ocky vystaven méné
nez 0,1% koncentraci proteint séra. Markery diferenciace epitelovych bunék ¢ocky
byly zaznamenany pfi kultivaci bovinnich epitelialnich bunék ¢oc¢ky s nizkymi
koncentracemi séra v kultivacnim mediu (1,3 nebo 4%; Ong 2003). Naopak byla
popsana transdiferenciace bunék v myofibroblastim podobné buriky pfi kultivaci v
mediu obsahujicim 10% a vice séra (Kim 2004). Minimalni rozdil v expresi a-SMA byl
pozorovan pfi kultivaci v bezsérovém mediu a v mediu s obsahem séra 10%
(Nagamoto 2000). Pfi pouziti media s 10% séra Kim et al. ve své praci rovnéz
prokazal, ze pfestoze si kultivované buriky zachovaly epitelialni morfologii, exprese
a-SMA detekovana pomoci analyzi Western blott byla zvySena a zarover doslo k
poklesu koncentrace oA a aB- krystalint (Kim 2004). Obdobné v naSich pokusech
jsme neprokazali expresi marker( diferenciace pfi kultivaci epitelialnich bunék ¢ocky.
Sérum tak pfedstavuje vynamny determinujici faktor chovani epitelialnich bunék
Cocky in vitro.

Vliv slozeni samotného kultivaéniho podkladu na expresi a-SMA je patrny z
rozdilu v expresi a-SMA na skle a plastikovych miskach po osmi dnech kultivace.

Rada praci se zabyvala studiem vlivu kultivaéniho podkladu na rdstové
charakteristiky bunék epitelu Cocky. Bylo popsano, Ze mira proliferace se zvysila,
pokud byl kultivacni podklad potaZen kolagenem typu | a IV. Neni vSak jasné, zda
autofi brali v uvahu rozdilny pocet primarné adherujicich bunék na jednotlivé
podklady (de Jong-Hesse 2005). Jini autofi neprokazali vliv kultivaéniho podkladu
(laminin, kolagen typu 1V, fibronektin) na proliferaci bunék lidské linie LEC's SRA
01/04 pfi kultivaci v bezsérovém mediu (Oharazawa 1999). V na$i studii jsem

prokazali rozdil v DT (doubling time) pfi kultivaci bunék na rozdilném podkladé. DT
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byl nejkratsi na kolagenu typu IV, nejhlre proliferovali buriky epitelu ¢o¢ky na skle.

Mezi Etvrtym a osmym dnem kultivace do$lo ke znatelnému poklesu
proliferace v porovnani s mirou proliferace mezi prvnim a ¢tvrtym dnem. K
podrobnéjSimu objasnéni pficin tohoto jevu jsme pouzili krali¢i linii LEC’s TOTL-86.
Prokazali jsme zasadni vliv reZzimu vymeény media. V pfipadé, Ze bylo ¢tvrty den
kultivace pouze pfidano Cerstvé medium, byl pokles miry proliferace vyraznéjsi nez
pokud bylo celé medium vyménéno. To mlze byt zpusobeno nedostatkem Zivin a
ristovych faktort v pfipadé, kdy bylo kultivaéni medium pouze doplnéno. Kromé toho
mohou byt LEC’s vystaveny plsobeni ristového faktoru, ktery samy produkuji a
ktery se béhem osmidenni kultivace v mediu hromadi. Efekt riznych rdstovych
faktor(i na proliferaci a diferenciaci bunék epitelu CoCky byl opakované popsan (Hales
1994, Hales 1995, Liu 1994, Lee a Joo 1999, Meacock 2000, de longh 2005).
Jednim z faktort, ktery muze byt produkovan samotnymi bufikami epitelu ¢ocky, je
transformuijici ratovy faktor beta (TGF-R). TGF- R inhibuje proliferaci LEC (Nishi
1996) a indukuje transdiferenciaci (zménu epitelialniho fenotypu na mezenchymaini
(de longh 2005). V naSich pokusech jsme vSak mnozstvi TGF- 3 v kultivaénim mediu
netestovali.

Nase pokusy kultivovat buriky na silnéjsi vrstvé kolagenu demonstrovaly
vyznam stability kultivaéniho podkladu (odolnost vugci trak€nim silam, které vznikaiji
pfi adhezi bunék) pro Zivotaschopnost a rust bunék (Iwig a Glaesser 1985, lwig a
Glaesser 1991, Ilwig 1989, Engler 2004 a,b). Ackoli se obecné véfi, Ze exprese a-
SMA pfi vzniku sekundarni katarakty zvysuje kontraktilitu bunék, jejimz dusledkem
muze byt nafaseni zadniho pouzdra (Kurosaka 1995), nelze vyloucit, Ze svou roli v
tomto procesu hraje i pouha nestabilita zadniho pouzdra po operaci katarakty.

V nasi praci jsme prokazali vliv kultivaéniho podkladu na schopnost adheze,
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proliferaci a expresi a-SMA burikami epitelu praseci Cocky. MoZnym mechanismem

je zména v expresi adheznich molekul v zavislosti na kultivacnim podkladé. Zmény v

expresi adheznich molekul a soucasti cytoskeletu byly popsany pfi procesu
transdiferenciace epitelovych bunék €ocky in vivo i in vitro (Nishi 1997, Kivela a

Uusitalo 1998, Saika 1998, Kim 2004). Reorganizace cytoskeletu odrazi adaptaci

bunék na poskozeni tkané a zmény v extracelularnim prostfedi (Zelenka 2004). Je

tfeba dalSich studiii k objasnéni vlivu zmén extracelularni matrix na diferenciaci a

transdiferenciaci epitelovych bunék ¢ocky. Pfi studiu na in vitro modelech je nutno

brat v uvahu rovnéz efekt rezimu vymény kultivaéniho media, suplementace sérem a

celkového poctu bunék v kulture.
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3.3 Oxidanty a antioxidanty jako faktory regulujici proliferaci bunék epitelu

¢ocky

3.3.1 Material a metody
3.3.1.1 Bunécéna kultura

Krali¢i bunécna linie epitelu ¢oCky TOTL-86 (dar Dr.Nobuyuki Ohguro) byla
kultivovana v T-lahvi¢kach nebo Petriho miskach. Ke kultivaci byla pouZita
Dulbeccova modifikace Eaglova minimalniho esencialniho media (D-MEM)
obsahujici 1g/l glukosy, obohacené o 50 yg/ml gentamycinu, 15 mM HEPES a 5%
fetalniho teleciho séra. Kultury byly kultivovany ve zvihCované atmosfére s 95%
vzduchu a 5% CO; pfi 37 C. Medium bylo celé vyménéno kazdy &tvrty den. Po
dosazeni konfluence byly bunky uvolnény 0,1% roztokem trypsinu v PBS,
suspendovany v kompletnim mediu a suspenze rozdélena v poméru 1:3. Jeden dil
byl dale pouzit k zasobni kultivaci v kultivaénich lahvi¢kach, v dalSich tfech dilech
byly buriky spocitany a pouzity k dalSim pokusim.
Pfi vlastnich pokusech byly buriky kultivovany ve stejném mediu, jako bylo pouZito
pro subkultivaci. Buriky byly kultivovany na ¢ernych kultivacnich destickach s 96
jamkami (96F Nuclon Delta, Nunc, Dansko). Po trypsinizaci byla pfipravena
suspenze bunék a do kazdé jamky napipetovano 50 ul suspenze (dle pfipravy
suspenze pozadované mnoztvi bunék/jamku). Po 2 dnech bylo pfidano 150 ul media
obsahuijici testovanou latku (retinol, tokoferol acetat, peroxid vodiku, glukosaoxidasu)
v uréené koncentraci. Tento den je oznaCovan na grafech jako den 1. Kazdy
druhych den byla dale vyménéna polovina media (100 pl) za ¢erstvé medium
obsahujici testovanou latku v poZzadované koncentraci. Kultivace byla ukoncena v

uréené dny, medium bylo odsato, kultury oplachnuty PBS a uchovavany pfi -75 C.
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3.3.1.2 Pocitani bunék

Pouzivali jsme CyQUANT Cell Proliferation Assay Kit (Molecular Probes, Inc.,
Holandsko), ktery pouziva zelenou fluorescencéni barvicku (CyQUANT GR). Tato
vykazuje silnou fluorescenci po navazani na bunééné nukleové kyseliny (maximum
excitace/emise pfi 480/520 nm). Méfeni fluorescence bylo provadéno pomoci ¢teCky
mikrotitradnich destick (microplate reader Genius, Tecan, Svycarsko) pfi 492 nm pro
excitaci a 535 nm pro emisi. VSechna mérfeni byla provadéna na Sesti vzorcich. Pro
ziskani poctu bunék jsme sestrojili kalibracni kfivku vztahu bunééné fluorescence a
poctu bunék. PocCet bunék byl zjisStovan pocitanim v optickém mikroskopu. Kalibraéni
kfivka byla linearni az do poc¢tu bunék 30 000/jamku. Burky byly reprodukovatelné

detekovany az do minimalniho poc¢tu 50 bunék/jamku.

3.3.1.3 Statisticka analyza
Data jsou uvadéna jako primérna hodnotatsmérodatna odchylka (SD).
Statisticka vyznamnost byla uréovana pomoci neparoveého t-testu a pomoci linearni

regresni analyzi.

3.3.2 Vysledky
3.3.2.1 Efekt H,O, na proliferaci bunék

Nejprve jsme testovali efekt bolusu H,0,. Obrazek 23 zobrazuje situaci pfi
pocatecnim poc¢tu 1000 bunék/jamku. H2O, byl pfidan do kultivacniho media v den 1
a nasledné kazdy druhy den. Je zfejmé, ze 0,5 pM H,0O, pfechodné stimuloval
bunécénou proliferaci. PoCet bunék se do sedmeého dne kultivace statisticky vyznamné

zvySsil (p<0,05; kfivka 2). Davka 32 yM H;0; zpUsobila inhibici buné&né proliferaci
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(p<0,01; kfivka 3), ktera byla patrna jiz paty den kultivace. Pfidani 128 uM H,O,
zpusobilo témér totalni zastavu rustu bunék (kfivka 4), ackoli buriky zlstavaly
zivotaschopné az do devatého dne kultivace. Pouzitd metoda pocitani bunék
umoznuje zaznamenat az minimalni po€et 50 bunék/jamku. Pfi poCatecnim poctu 50
bunék/ jamku jsme pozorovali statisticky vyznamnou inhibici bunék jiz po pfidani 2
MM H20; (p<0,05; Obr. 24, kfivka 3). Za této situace 0,01 uM H,O; nedoslo ke
statisticky vyznamné stimulaci proliferace (Obr. 24, kfivka 1).

Z tohoto pokusu vyplyva, ze efekt podaného bolusu H;O; je zavisly na
pocatecnim poctu bunék. To naznaduje, zZe je H,O, pravdépodobné rozkladan
bunécnymi enzymy. Proto jsme zavedli systém, ve kterém byl H,O, kontinualné
generovan exogenni glukosaoxidasou. Studovali jsme efekt pfidani glukosaoxidasy v
koncentraci 1-500 pU.ml™, ktera produkovala 1-500 pmol H2O,.min™". Obrazek 25
ukazuje experiment, pfi némz byl po€atecni pocet bunék 500/jamku.

Na pocatku exponencialni faze rastu zpUsobila koncentrace glukosaoxidasy 1
uU.ml™ prechodnou, ale statisticky vyznamnou stimulaci proliferace (p<0,01).
Stimulacni efekt pfidané glukosaoxidasy se postupné snizoval az ke koncentraci 50
uU.ml™. Jak je patrné z obrazku 25, koncentrace glukosaoxidasy 100 pU.ml™
proliferaci bunék neovlivnila. Obdobné nebyl zaznamenan zadny efekt na bunécnou

proliferaci pfi dale stoupajici koncentraci glukosaoxidasy az k hodnoté 500 uU.ml™".

3.3.2.2 Efekt a-tokoferolu na proliferaci bunék

V dalSi ¢asti pokusu byl efekt H,O, porovnavan s efektem nejCastéji
studovanych antioxidant( — D-a-tokoferolu a retinolu. D-a-tokoferol podany jako
bolus v kone¢né davce 30 uM pfi pocatecni denzité 100 bunék/jamku zcela inhiboval

bunécény rast (Obr. 26, kfivka 3). Davka D-a-tocoferol 3 uM bunécénou proliferaci
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neinhibovala. Dale jsme testovali efekt D-a-tocoferol podany v postupné snizujici se
davce aZz k hodnoté 0,03 uM, ale nepozorovali jsme zadny dalsi efekt na bunécnou
proliferaci. Pfi poCateCni denzité 1500 bunék/jamku jsme inhibi¢ni efekt D-a-

tocoferol v koncentraci 30 uM na bunécnou proliferaci nepozorovali.

3.3.2.3 Efekt retinolu na proliferaci bunék

Obrazek 27 znazorfiuje efekt bolusové podaného retinolu pfi pocateéni
denzité bunék 1500 bunék/ jamku. Je ziejmé, ze davka 30 pM retinolu zcela
inhibovala proliferaci bunék (kfivka 3). Jesté davka 3 uM zpUlsobila statisticky
vyznamny pokles proliferace bunék (p<0,05). Efekt retinolu nebyl zavisly na

pocatecni denzité bunék v rozmezi 100-300 bunék/jamku.

3.3.3 Diskuze

Zavislost ucinku peroxidu vodiku na bunééné densité v kultufe byla jiz
pozorovana v pfedeslych studiich. Byl sledovan efekt bolusu H,O» na buriky kralici
linie epitelovych bunék ¢ocky (5000 bunék/jamku) po 48 h. Statisticky vyznamny
vzestup poctu bunék byl pozorovan po aplikaci 10 nM -1 uM H,O,. Po pfidani 100
MM H2O, nebyl pozorovan rozdil v ristu bunék oproti kontrolnim kulturam. Byl
pozorovan vyrazny vliv po¢tu bunék na efekt H,O,. H,O, (100 uM) zcela inhiboval
proliferaci bunék pfi pocatecnim poctu 1250 az 2500 bunék/jamku. Pfi pocate¢nim
poctu bunék 5000 na jamku nebyl pozorovan zadny efekt ve srovnani s kontrolnimi
kulturami. Pfi po¢atec¢nim poctu 10 000 bunék/jamku doSlo k vyznamné stimulaci
proliferace (Ohguro 1999). Rust lidskych epitelialnich bunék ¢o¢ky (HLE) v

konfluentni kultufe s celkovym pocem bunék 5.3 mil na kultivaéni misku nebyl
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ovlivnén pfidanim bolusu 20 uM H,0O, ale rust byl z 15% inhibovan 30 yuM H,0O, a ze
75% po pfidani bolusu 50 uM H,0,. Efekt byl odecitan 7 dni po pfidani bolusu H;05.
Autofi usuzuiji, ze HLE m(ze odolat az 0.1 mM H,O, diky efektivnimu reparaénimu
systému (Xing 2002). Tyto vysledky naznacuiji, Ze bunky jsou schopny rozkladat
H.O, v zavislosti na po¢tu bunék a Ze pfi velmi nizkych koncentraci mize H,O,
stimulovat buné&énou proliferaci, zatimco vysSi koncentrace proliferaci bunék inhibuiji.

Nas pokus objasnil dalSi aspekty tohoto procesu. Za prvé, aktivace proliferace
pomoci H,O, je zavisla na fazi bunécného cyklu; je nejvice patrna na zacatku
exponencialni faze ristu. Za druhé, stimulace proliferace je pouze pfechodnaiv
pfipadé zajisténi systému (extracelularni glukosaoxidasa) kontinualné udrzujiciho
danou koncentraci H,O,. Za tfeti, inhibice proliferace pomoci vyssich davek H,O; je
trvala. Za Ctvrté, inhibujici koncentrace nezabiji sledované buriky.

Byla popsana inhibice proliferace bunék hladkého svalu D-a-tokoferolem. Jeho
oxidacni produkt D-a-tokoferylchinon ani neihniboval ani nestimuloval bunécnou
proliferaci. D-R-tokoferol, strukturni izomer D-a-tokoferolu, ktery vykazuje stejnou
antioxidacni aktivitu, je slabym inhibitorem proliferace bunék hladkého svalu, ale je
schopny zamezit a zvratit inhibici zpisobenou D-a-tokoferolem. Pfedpoklada se, ze
tokoferoly a jejich derivaty inhibuji proliferaci hladkych svalovych bunék jinym
mechanismem nez principem antioxidacnim ucinkem (Boscoboinik 1995). Na druhou
stranu, D-a-tokoferol v koncentraci okolo 1 uM stimuloval proliferaci bunék v primarni
kultufe fibroblastl a hladkych svalovych bunék. Pfedpoklada se, Ze tento efekt je

Nase pokusy prokazali, Ze epitelidlni buriky Co€ky se chovaji podobné jako
hladké svalové buriky. Obdobné jako v pfipadé hladkych svalovych bunék je jejich

proliferace inhibovana fyziologickou koncentraci a-tokoferolu (Boscoboinik 1995).
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Buriky epitelu Cocky jsou rovnéz schopné rozkladat a-tokoferol. Inhibi¢ni efekt 30 uM
a-tocoferolu nebyl pozorovan pfi vy$si bunécné densité. Na druhou stranu, sniZzeni
koncentrace a-tokoferolu nespustilo proliferaci, jak bylo popsano u hladkych
svalovych bunék (Azzi 1995).

Retinol je studovan jako inhibitor proliferace riznych typu nadorovych bunék.
Fyziologické koncentrace retinolu navazaného na pfenasecovy protein (retinol-
binding protein; 1-3 uM) snizily poet HL-60 bunék po 4 dnech kultivace o 20-50%
(Wathne 1988). Koncentrace all-trans retinolu 1 yM indukovala v kultufe utlum
proliferace bunék prsniho karcinomu. Utlum byl zavisly na densit& buné&k. P¥i
podateénim poétu bunék 15 000/cm? 1-10 pM retinol neinhiboval rast, zatimco pfi
po&atednim poétu bunék 5000/cm? do$lo k vyznamné inhibici proliferace (Prakash
2001). Na druhou stranu byla prokazana schopnost retinolu v koncentraci 200 nM a
vy$Si podporovat rast B bunék (Buck 1990).

V nasich pokusech jsme nepozorovali zadnou aktivaci bunééné proliferace
epitelidlnich bunék ¢ocky po pfidani retinolu. Po pfidani 3 uM retinolu byla
pozorovana inhibice ristu bunék. Na rozdil od efektu a-tokoferolu nebyl efekt retinolu
zavisly na densité bunék. To naznacuje, zZe retinol nebyl bufikami spotfebovavan.

Proliferace epitelialnich bunék ¢ocky maze byt modulovana peroxidem vodiku,
a-tocoferolem a retinolem, podobné jak bylo prokazano u jinych typu bunék. Pfesto
jsme u epitelidlnich bunék ¢oCky pozorovali nékteré rozdily v ucincich téchto latek na

bunécnou proliferaci oproti jinym typum bunék.
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4 Souhrnné zavéry

V poslednich letech je intenzivné studovana uloha reaktivnich slou€enin
kysiku a dusiku pfi fyziologickych i patologickych procesech probihajicich
v organismu. Ackoli Fada studii prokazala radikalové poskozeni extracelularni matrix
a aktivaci kolagenolytickych procesu po expozici hypoxii, v nasich pokusech jsme
prokazali, Zze expozice atmosférfe s 10% kysliku nezplUsobi vzestup kolagenolyzy ani
neindukuje neovaskularizaci ve tkani rohovky. Z naSich vysledku vyplyva, Ze hypoxie,
ktera je dostateCna k indukci remodelace plicni tkané, neovlivni kolagenni stroma
v rohovce a nezpusobi produkci novotvofenych cév. Moznym vysvétlenim je fakt, ze
hypoxie nebyla dostateCna k vyvolani poskozeni tkané rohovky, ackoli stejna uroven
hypoxie vyvolala proliferativni zmény v plicni tkani. Zasadni rozdil mezi plicni tkani a
rohovkou spociva ve vaskularizaci tkané. Rohovka zlstala b&éhem expozice hypoxii
avaskularni. Pfedpokladame proto, Ze pfitomnost krevnich bunék produkujicich
radikaly je zasadni pro indukci remodelace extracelulrni tkané po expozici hypoxii.

V dalsi ¢asti naSich pokusu jsme nejprve zavedli metodu kultivace epitelovych
bunék praseci ¢oCky a studovali faktory ovliviiujci chovani LEC v in vitro kulture.
Prokazali jsme vliv kultivacniho podkladu na schopnost adheze, proliferaci a expresi
a-SMA burikami epitelu praseci ¢ocky. Dle naSich vysledk je proliferace bunék
epitelu CoCky a jejich schopnost exprimovat a-SMA dale vyznamné ovliviiovana
densitou bunék a rezimem vymeény kultivaéniho media. Tyto faktory je nutno brat
v Uvahu pfi dalSich studiich objasriujicich vliv zmén extracelularni matrix na
diferenciaci a transdiferenciaci epitelovych bunék cocky.

Tkanoveé kultury epiteliadlnich bunék €ocky (linie TOTL-86) jsme pouZili

k testovani funkce ROS (H20,) a nékterych antioxidantu (a-tokoferolu a retinolu) jako

56



faktor( ovliviujicich proliferaci bunék. Proliferace epitelialnich bunék ¢ocky mize byt
modulovana peroxidem vodiku, a-tokoferolem a retinolem, podobné jak bylo
prokazano u jinych typ bunék. U epitelialnich bunék ¢ocky jsme v§ak pozorovali
nékteré rozdily v ucincich téchto latek na buné&nou proliferaci oproti jinym typim

bunék.
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Zkratky

a-SMA — a-aktin hladkych svalovych bunék

AP — 1 — transkrip¢ni faktor AP-1

bFGF — basicky fibroblastovy rustovy faktor

BSA — bovinni serumalbumin

c-raf — gen pro c-Raf protein (protoonkogen, serin/threonin specificka kinasa)
CH3COOH - kyselina octova

CO; — oxid uhlicity

D-MEM - Dulbeccova modifikace Eaglova esencialniho media
DT — doubling time

ECCE - extrakapsularni extrakce ¢ocky

EDTA — kyselina etylendiamintetraoctova

EGF - epidermalni riistovy faktor

EOP — ekvivalentni procentualni mnozstvi kysliku

FBS — fetalni bovinni sérum

FGF — fibroblastovy rustovy faktor

GAG - glykosaminoglykan

H,0, — peroxid vodiku

HEPES — pufrovaci Cinidlo (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
HL-60 — linie myeloidnich leukemickych bunék

HLE — linie lidskych epitelialnich bunék cocky

IL-1 — interleukin 1

MAPK — mitogeny aktivovana proteinkinasova kaskada

N — pocet bunék
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NF-kB — nuklearni faktor kB

NO — oxid dusnaty (nitroxid)

LDL — lipoprotein o nizké hustoté (low density lipoprotein)
LEC’s — buriky epitelu Cocky (lens epithelial cells)

LO — lipidovy alkoxylovy radikal

LOO - lipidovy alkylperoxylovy radikal

LPO — peroxidace lipidu (lipoperoxidace)

MMP-1 (2,3,9) — matrixova metaloproteinasa typu 1 (2,3,9)
MMP’s — matrixové metaloproteinasy

PBS - standardni pufrovaci roztok

PKC — proteinkinasa C

pO; — parcialni tlak kysliku

proMMP-2 (9) - proenzym matrixové metaloproteinasy typu 2 (9)
RFU — relativni fluorescenéni jednotky

RNS — reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

TBS — transferovy pufr

TOTL-86 — linie kraliCich bunék epitelu Cocky

TGFB - transformujici ristovy faktor 3

TPBS — PBS pufr s Tweenem 20

VEGF - vaskularni endotelialni ristovy faktor

VLDL — lipoprotein o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein)
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