Univerzita Karlova v Praze

1. 1ékarska fakulta

DETEKCE CYTOKERATINU VE ZDRAVE ROHOVCE A

SPOJIVCE
(STUDIE JE SOUCASTI VYZKUMU HODNOTICIHO ZMENY A VYZNAM
EXPRESE CYTOKERATINU PRI RUZNYCH TYPECH ONEMOCNEN[ ROHOVKY
A SPOJIVKY)

Be. Michaela Tanzerova

Praha, 2007



Pracovi§té: Laboratof biologie a patologie oka 1. LF UK a O¢ni
tkanova banka VFN.

Vedouci diplomové prace: Mgr. Katefina Jirsova, PhD.

Prohlaseni

Tuto praci jsem zpracovala samostatné jen s pouZitim citované literatury a pod

vedenim vedouci diplomové prace.



Detekce cytokeratinii ve zdravé rohovce a spojivce

SHRNUTI

Cil: Cilem této prace byla imunohistochemickd charaktcrizace vyskytu
cytokeratinli 1 az 20 ve zdravé lidské rohovce, limbu a spojivce. Dal§im cilem této prace
bylo zjistit, zda piitomnost cytokeratinu 7 miZe byt markrem deficience limbalnich
kmenovych bunék.

Materidl a metody: Pomoci nepiimé fluorescentni imunohistochemie na
kryofezech byl detekovan vyskyt cytokeratini v jednotlivych vrstvach kontrolni rohovky,
limbu a spojivky. Nepiimou fluorescenéni imunohistochemii na membranach Millicell
byl sledovan vyskyt cytokeratinu 7 na povrchu epitelu zdravé rohovky a spojivky a
epitelu rohovky a spojivky ziskanych od pacientl s deficienci limbalnich kmenovych
bunék.

Vysledky: V epitelu rohovky byla prokazana pfritomnost pro rohovku
specifického cytokeratinu 3/12, dale jsme detekovali cytokeratiny charakteristické pro
jednoduchy epitel (cytokeratiny 8, 18, 19), pro vrstevnaty epitel (cytokeratiny 4, 5, 13,
14), charakteristické pro hyperproliferaci (cytokeratin 16). V epitelu limbu se nachazely
cytokeratiny charakteristické pro jednoduchy epitel (cytokeratiny 8, 18, 19), pro
vrstevnaty epitel (cytokeratiny 4, 5, 13, 14, 15) a pro rohovku specificky cytokeratin
3/12. V epitelu spojivky byly pozitivni cytokeratiny charakteristické pro jednoduchy
epitel (cytokeratiny 7, 8, 18, 19), pro vrstevnaty epitel (cytokeratiny 4, 5, 13, 14, 15), dale
jsme detekovali pro rohovku typicky cytokeratin 3/12. Endotel rohovky byl kromé
cytokeratini 8 a 18 negativni. Ve stromatu rohovky, limbu a spojivky cytokeratiny
nebyly detekovany.

Na vzorcich od pacientil s deficienci limbélnich kmenovych bun&k jsme v epitelu
rohovky lokalizovali cytokeratin 7.

Zavér: Cytokeratiny byly lokalizovany ve zdravé rohovce, limbu a spojivce.
Znalost této lokalizace v jednotlivych vrstvach tkani umoZiiuje pouZiti cytokeratinl jako
specifickych markert pii ur€eni riznych patologickych stavii rohovky s piedpokladanymi

zménami v expresi a vyskytu cytokeratinu. Cytokeratin 7 je markrem epitelu povrchu



spojivky a tedy i mérkrem pferiistdni spojivkového epitelu pfes rohovku, ke kterému
dochézi pti deficienci limbalnich kmenovych bunék.

Kli¥ova slova: rohovka, limbus, spojivka, epitel povrchu oka, cytokeratiny,
deficience limb4lnich kmenovych bun&k, nepfimé fluorescentni imunohistochemie,
otiskové cytologie.



The characterization of the healthy cornea, limbus and conjunctiva

Purpose: The aim of this work was to characterize the spectrum of cytokeratin 1 -
20 expression in healthy cornea, limbus and conjunctiva. The next aim was to determine
whether the expression of cytokeratin 7 can be a marker of limbal stem cell deficiency.

Materials and methods: The spectrum of cytokeratins was studied using
immunofluorescent staining of cryosections from healthy cornea, limbus and conjunctiva.
The expression of cytokeratin 7 was detected by immunofluorescent staining on Millicell
membranes. The epithelium of healthy cornea and conjunctiva and the epithelium of the
cornea and conjunctiva of patients suffering from limbal stem cell deficiency were
assessed.

Results: The typical corneal cytokeratin 3/12 was present in the corneal
epithelium. Cytokeratins characteristic of simple epithelium (cytokeratins 8, 18, 19),
stratified epithelium (cytokeratins 4, 5, 13, 14) and hyperproliferation (cytokeratin 16)
were also present in the human cornea. The limbal epithelium was positive for
cytokeratins characteristic of simple epithelium (cytokeratins 8, 18, 19), stratified
epithelium (cytokeratins 4, 5, 13, 14, 15) and the cornea-specific cytokeratin 3/12. The
conjunctival epithelium showed immunostaining for cytokeratins characteristic of simple
epithelium (cytokeratins 7, 8, 18, 19), stratified epithelium (cytokeratins 4, 5, 13, 14, 15)
and cytokeratin 3/12. Cytokeratins 8 and 18 were present in the corneal endothelium,
while the stroma was negative for all cytokeratins.

The overgrowth of the conjunctival epithelium over the corneal epithelium was
detecting in specimens obtained from patients with limbal stem cell deficiency using
antibodies against cytokeratin 7.

Conclusion: The localization of cytokeratins in healthy cornea, limbus and
conjunctiva shows a typical expression in individual epithelial layers. This indicates that
cytokeratins may be used as specific markers for the diagnosis of cornea pathologies.
Cytokeratin 7 is a marker for the superficial conjuntival epithelium, and its presence on

the comeal surface can serve as a marker of limbal stem cell deficiency.



Key words: comea, limbus, conjunctiva, epithclium of superficial cye,

cytokeratin, limbal stem cell deficiency, immunofluorescent staining, impression

cytology.
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2. SEZNAM ZKRATEK

ABC
AEC
AM
APAAP
BSA
CK
DAB
DAPI
DLKB
DNA
EB
FITC
IF

LKB
ocCT
ocC
OL
op

PAP
PBS

Pl

PK
SABC
TAC
TRITC

Avidin-biotin (komplex)

3-amino-9-cthylkarbazol

Amniova membrana

Alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza (komplex)
Bovine serum albumin, bovinny sérovy albumin
Cytokeratin/y

3.3 -diaminobenzidin
4,6-diamidino-2phenylindoldihydrochlond
Deficience imbalnich kmenovych bunck
Deoxyribonucleic acid, Deoxyribonukleova kyselina
Epidermolysis bullosa

Fluorescein isothiocyanate

Intermedialni filamenta

Kontrolni vzorek

Limbalni kmenové buriky

Optimal Cutting Temperature medium, medium pro zamrazovani tkani
Otiskova cytologie

Oko levé

Oko pravé

Vzorek od pacienta

Peroxidaza-anti-peroxidazovy (komplex)

Phosphate buffer saline, fosfatovy pufr

Propidium jodid

Pachyonychie kongenitalni

Streptavidin-btotin (komplex)

Transient amplyfying cells

Tetramethylrhodaminisothiocyanate
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Intermedialni filamenta tvofi hlavni slozku cytoskeletu a vyznamné sc podileji na
rastu, diferenciaci, integrit¢ tkani i funk¢nosti bunky. Cytokeratiny jsou intermedialni
filamenta charakteristicka pro epitelové bunky.

Zmeény v expresi ¢t lokalizaci cytokeratind se vyrazné podileji v patogencze fady
onecmocnéni. Vzhledem k jejich specifickému vyskytu v tkdnich, ale 1 béhem
embryogeneze a diferenciace je lze pouzit jako diagnostické markry. V lidské rohovcee,
limbu a spojivce se cytokcratiny vyskytuji pfedevdim v jejich epitelu. Charaktenizace
vyskytu cytokeratind véetné detailni lokalizace je podstatna nejen z hlediska poznani
zdravé rohovky, limbu a spojivky, ale i z hlediska odhaleni zmén v té€chto tkanich za

riuznych patologickych stava.

Cilem této prace je:

1. imunohistochemicka charakterizace vyskytu jednotlivych cytokeratinil v lidské
rohovcee, limbu a spojivce.

2. zjidténi, zda vyskyt cytokeratinu 7 mdze byt markrem deficience limbalnich

kmenovych bun¢k.
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4.1. ANATOMIE ROHOVKY, LIMBU A SPOJIVKY

4.1.1. ROHOVKA

Rohovka je soucésti pevného obalu oka. ktery pokryva piiblizné 20 % jeho
povrchu. Rohovka je specializovana refrakéni priihledna a avaskularni tkan. kterd je
bohat¢ inervovana. Hlavni funkci rohovky je spole¢né se sklérou udrzovat staly tvar oka.
ochranit pfed mechanickym poskozenim a zabranit vstupu infekce. Normalni primér
rohovky je 10 - 12 mm. centralni tloustka je pfiblizné 0.52 mm. tloudtka v periferii je
0.65 - 1 mm. coz je dano riznymi poloméry zakfiveni predni a zadni plochy rohovky.
Vyziva rohovky probiha piedevs§im pomoci komorové tekutiny. (Kraus et al. 1997,
Nishida et al. 2005).

Rohovka se sklada z Sesti vrstev: epitelu. bazalni membrany. Bowmanovy vrstvy,

stromatu, Descemetovy membrany. endotelu, (Obr. 1).

Obr. 1: Rez lidskou rohovkou (parafinovy fez. barveni Harrishovym hematoxylinem.

archiv Laboratote biologie a patologie oka).

BAZALN MEMBRANA
SOWMANOVA VRSTVA

DESCEMETOVA MEMBRANA
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Slzny film pokryva rohovku a spojivku a udrzuje hladky povrch epitelu. Je silny 7
- 10 um a sklada sc ze tfi vrstev: povrchové liptdové vrstvy (0,1 pm), vodni vrstvy (7 um)
a mukézni vrstvy (0,02 - 0,05 pum), (Holly et al. 1977). Obsahuje mnozZstvi biologicky
aktivnich latek: elektrolyty, kyslik, glukézu, imunoglobuliny, laktoferin, lysozym,
albumin, histamin, prostaglandiny, ristové faktory a cytokiny. Hlavni funkci slzného
filmu je ochrana a zvlhéovani povrchu oka, slouzi i jako zdroj Zivin, podili s¢ na
odstranéni bakterii a odlou¢enych cpitelovych bunék.

Rohovkovy epitel vytvaii ochrannou bariéru pied mechanickym poskozenim a
vstupem infckce do oka. Rohovkovy epitel je nerohovatgjici, vicevrstevnaty, dlazdicovy,
o tloust’ce 50 - 52 pm a sklada se z 5 - 7 vrstev. Povrch epitelu je tvofen ze 2 - 3 vrstev
terminalné diferencovanych bunék, tyto buriky jsou ploché polygonalni. Jejich povrch je
pokryt mikroklky; tim se zvy3uje plocha pro vsticbani Zivin a kysliku z¢ slzného filmu.
Maji nizkou metabolickou aktivitu a obsahuji malo cytoplazmatickych organcl a RNA.
Bunky jsou spojené desmozomy a tésnymi spojenimi (gap junction). Proces diferenciace
nov¢ vznikajiciho povrchu rohovky trva piiblizné 7 az 14 dni, (Dua ct al. 2000). Epitcl
rohovky (zejména pii rozsahlej$§im poskozeni) sc obnovuje i na zdkladé déleni
kmenovych bun¢k, které se nachazeji v limbu — hraniéni z6né mezi rohovkou a
spojivkou. Pod vrstvou povrchovych bunék sc nachazeji dvé az th vrstvy bunék
kubickych. Tyto buiky jsou v pfechodném stavu diferenciace mezi bazélnimi  a
povrchovymi burikami. Jsou spojeny desmozomy a tésnymi spojenimi, mnoZstvi organcl
je nizké. Vnitini vrstva epitelu je sloZena z bazalnich cylindrickych bunék, které jsou
pevné piipojeny k bazalni membrané fibrilami a hemidesmozomy. Navzajem jsou bazalni
buriky spojeny desmozomy, tésnymi spoji a adherentnimi spoji (zonula adherens),
(Nishida et al. 2005). Epitel poskytuje vnéjsi ochranu proti biologickému i chemickému
poskozeni. Tésnd spojeni mezi souscdicimi builkami cpitelu zabrafuji pronikani
chemickych substanci hloubéji do vrstev rohovky. SloZzky cytoskeletu epitelu jsou
aktinova filamenta, mikrotubuly a intcrmedidlni filamenta; jejich hlavni tloha je
udrzovani tvaru a pohyblivosti bunék. V rohovkovém epitelu se vyskytuji intermedialni
filamenta - cytokeratiny, které tvofi hlavni proteinovou slozku rohovkového epitelu.
Ptedevsim na periferii epitelu rohovky se nachazeji antigeny prezentujici Langerhansovy

bunky, které zajit'uji imunologickou ochranu rohovky, (Gipson ct al. 1994).



Bazalni membrana epitelu rohovky je S0 nm silna a sklada sc hlavné z kolagenu
IV a lamininu, oba jsou produkty cpitclovych bunék. Dale obsahuje fibroncktin, kolagen
VI, fibrin a proteoglykany. Buiiky epitelu jsou zakotveny pomoci hemidesmozomi.
Bazalni membrana ma dulezitou roli pii hojeni epitelu, udrzuje polaritu epitclovych
bunék a je dilezita pro spravnou funkci epitelu, (Nishida et al. 2005).

Bowmanova vrstva je asi 10 um silna necbunééna vrstva kolagenovych fibril a
proteoglykant. Z kolagenti jsou zde pfitomny typ | a IIl, dale pak typ VII podilejici sc na
ukotveni bazalnich bunék epitelu.Tato vrstva je povazovana za predni vrstvu stromatu.
Predpoklada se, ze funguje jako bariéra mezi buiikami stromatu a cpitelu, ktera zaroven
slouzi jako podpora pro jecho spravnou funkci, (Nishida et al. 2005). Bylo v3sak
prokazano, Zc cpitcl miZe regenerovat 1 v piipadé, Ze Bowmanova vrstva chybi, (Gipson
ctal. 1994).

Rohovkové stroma jc ptiblizné SO0 pum tlusta vrstva, tvofici ncysilngsi Cast
rohovky - pfiblizné¢ 90 %. Stroma jc sloZeno z extracelularni matrix, keratocytl
(stromalni fibroblasty), a nervovych vliken. Bunééna slozka tvofi jen asi 2 - 3 % 7
ccelkového objemu, zbyvajici €ast objemu piipadd na extracclulami slozky - kolageny
(ptedevsim typu I, HI, V a VI) a glykosaminoglykany. Kolagenové fibrily jsou shodné
tloustky (22,5 - 30 nm) a vzdalenost mezi nimi je také velmi stala (41,4 = 0,5 nm),
(Hamada et al. 1976). Kolagenové fibrily v rohovkovém stromatu tvofi asi 300
paralelnich lamel. Toto pravidelné uspofadani je hlavnim pfedpokladem rohovkové
transparence a zabezpecuje pronikani svételnych paprskii do vnitinich prostor oka.
Hlavnim glykosaminoglykanecm rohovky je keratan sulfat, dale chondroitin sulfat a
dermatan sulfat. Glykosaminoglykany maji schopnost vazat a zadrZzovat velké mnozstvi
vody. Za fyziologickych podminek stroma obsahuje asi 80 % vody. K zachovéni
hydratace je bezpodmine¢né nutna integrita endotelu, jinak by dochdzelo k prosakovani
komorové tckutiny do stromatu a tim ke vzniku edému a nasledn¢ zakalu rohovky,
(Nishida et al. 2005).

Descemetova membrana je bazalni membrana endotelu, 8 — 12 um tlusta. Je
tvofena pfedev§im kolagenem typu IV, VIII, lamininem a fibronektinem, které jsou
produkty bunék endotelu, (Kraus et al. 1997). V elektronovém mikroskopu lze rozlisit

dvé oblasti; pfedni pruhovanou vrstvu (anterior banded layer), ktera ma pfi narozeni asi 3



um a jeji tloustka ani struktura sc b&hem Zivota neméni a zadni vrstvu (posterior
nonbanded layer), ktera je amorfni a v prib¢hu Zivota sc zvétsuje na 8 - 10 pm, (Waring
ct al. 1982).

Endotel rohovky je sloZeny z plochych bunék, usporadanych do hexagonalni
mozaiky. Na rozdil od rohovkového epitelu nema endotel schopnost proliferace. Densita
bunék endotelu po narozeni je asi 4000 — 5000 bunék/mm?’. Pocet bunek cndotelu
s vékem klesd, se snizovanim poctu bunék se buiiky ztenéuji a rozsifuji. Endotel sc
zasadné podili na udrZeni hydratace rohovky. Proti pasivni hydrataci stromatu plsobi
fada pasivnich i aktivnich mcchanismi, napiiklad Na'/K' ATPazova pumpa, kterd

od¢erpava vodu z rohovky, (Nishida, 2005).
4.1.2. LIMBUS

Limbus je tranzitni oblast mezi rohovkou a spojivkou. Limbus je sloZen
z vrstevnatého squamozniho, nerohovatéjiciho cpitelu a stromatu. Na strané rohovky je
ohrani¢en koncici Bowmanovou vrstvou a Descemectovou membranou a na strané
spojivky paralelni linii pfiblizné 1 mm perifemé. Limbus obkruzuje rohovku,
podporuje jeji cévni zdsobeni a zasobeni Zivinami.

V bazalni vrstvé epitelu limbu se nachazeji kmenové bunky pro rohovkovy epitel,
(Dua et al. 2006). Kmenové buiky jsou uloZeny ve Vogtovych palisadach. Po
asymctrickém déleni a diferenciaci se pohybuji smérem do sttedu rohovky. Limbalni
epitel je strukturdlné podobny rohovkovému. Kromé epitelu jsou pfitomny melanocyty,
ve zvySené mifc oproti rohovce Langerhansovy buriky. Epitel je tvofen 7 - 10 vrstvami,
spojeni mezi buiikami a bunkou a matrix je shodné jako v rohovce: tésné spojeni,
hemidesmozomy. Bazalni bunky jsou men$i a obsahuji vice mitochondni nez u
rohovkového cpitelu, (Gipson et al. 1994).

Tkan pod cpitclem limbu miZeme klasifikovat jako stroma, skladajici sc z
kolagenti, proteoglykani a glykoproteinii. Bunécné elementy obsahuji fibroblasty,

melanocyty, makrofagy, lymfocyty a plazmatické buriky, (Nishida et al. 2005).



4.1.3. SPOJIVKA

Spojivka je mukdzni membrana, ktera kryje vnitini horni a dolni vicko a
pokracuje od limbu na povrch oka. Spojivkovd tkan je tvofena nerohovatéjicim
squamo6znim epitelem s uvnitf uloZenymi poharkovymi buitkami. Do spojivkového
epitelu vstupuji kanalky ze zlaz, které slouzi slznym a lipidovym slozkam udrzujicim
slznou vrstvu. PoCet vrstev sc 1i§i podle regionu vyskytu, od 2 - 3 na povrchu oka, az po
10 - 12 na vickovém okraji. Buiiky cpitelu obsahuji zna¢ny pocet organcl. Desmozomy a
tésna spojeni jsou podobného charakteru jako v ostatnich ¢astech povrchu oéniho epitelu,
(Gipson et al. 1994).

Poharkové buriky vmezeiené mezi buntkami epitelu spojivky produkuji mucin,
ktery sc zasadn¢ podili na zvlh&eni povrchu oka. Pfitomnost pohdrkovych bun¢k v epitelu
spojivky je hlavnim rozdilem mezi epitelem spojivky a rohovky. Epitelové buriky
spojivky se od epitelu rohovky lisi i zastoupenim cytokeratind, (Donisi ct al. 2003).

Stroma spojivky obsahuje hojné cévni zasobeni, které je na rozdil od rohovky a
limbu bohatsi na buniky imunitniho systému, hojn¢ jsou zastoupeny antigeny prezentujici

Langerhansovy bunky, (Nishida et al. 2005).



4.2. INTERMEDIALNI FILAMENTA

Intermedialni filamenta (IF) jsou hlavni soucasti cytoskeletu cukaryotickych
bun¢k. Primérna velikost fibril je 10 nm. Intermedialni filamenta s¢ podile)i na tvorbe
mezibun&nych kontaktd i intrabunééné architckture. IF reguluji bunéénou motilitu a
mechanickou integritu, (Pitz et al. 2002). Uplatiiuji s¢ v regulaénich procesech spojenych
s diferenciaci bun¢k a jsou tkanoveé specifické. Podle jejich sloZeni, imunoreaktivity a
vyskytu v riznych typech bunék se déli do 5 hlavnich skupin:

1. skupina cytokeratint: charakteristicka pro cpitelové buriky,

2. skupina vimentinu: typicka v mesenchymovych bunikach,

3. skupina desminu: typicka pro pii¢né pruhované svalové buiky, myokard a
vétsinu hladkého svalstva,

4. skupina neurofilament: typicka pro nervové bunky,

5. skupina glialniho fibrilarniho kyselého proteinu: nachazi sc v astrocytech,
ependymalnich bunkach, Schwanovych burikdch a oligodendrocytech, (Kivela et al.
1998).

IF typu vimentinu, desminu a ghalniho fibnlarniho kyseclého proteinu jsou
obvykle sloZzeny pouze z jednoho typu podjednotkového proteinu. Cytokeratiny sc

skladaji z vice riznych polypeptidl, (Moll et al. 1982).

4.2.1. STRUKTURA CYTOKERATINU

Cytokeratiny (CK) jsou intermedidlni filamenta epitelovych bunék. Existuje vice
nez 30 cytokeratini, které se¢ vyskytuji vriznych typech epiteld. Kazdy 2 CK je
produktem odlisného genu. Klasifikace cytokeratini byla provedena na zakladeé
molekularni hmotnosti (40 - 68 kDa) a i1zoclektrického bodu (5 - 8), (Moll et al. 1982).
Jednotlivé CK se také lisi svou antigenicitou. CK jsou stabilni a relativné rezistentni vici
degradaci. Kazdy typ epitelidlni tkané obsahuje 4 - 8 riznych CK. Jednoduchy epitel
prednostné exprimuje CK 8, 18, ale i CK 7, 17 a CK 19. Vrstevnaty epitel vykazuje
v bazalni vrstvé CK 5, 14 a 15 a v povrchové vrstvé CK 1, 10, ale i CK 4 a 13, (Upasani

ct al. 2003). CK obsahuji velké mnozstvi cpitopl, diky jimz je mozné pfipravit velké
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mnozstvi monoklonalnich i polyklonéalnich protilatek. CK se déli do dvou zakladnich
podskupin:

I. typ — kysely: CK 9 - 20, geny se nachazeji na chromozomu 17 (17q12-q21).

I1. typ — basicky: CK | - 8, geny se nachazeji na chromozomu 12 (12ql1g-14).

Vyjimkou je CK 8, ktery odpovida typu Il, jeho gen se vSak nachazi na
chromozomu 12, (Smith et al. 2003).

CK tvofi vétSinou heterodimery obsahujici CK 1. a II. typu. Molekula CK,
podobné jako ostatnich IF, obsahuje dlouhy stiedni sck - alfa helikalni doménu, o délce
310 - 314 aminokyselinovych zbytkd, jehoZ sekvence je znaéné konzervativni. Na obou
CK koncich je centralni doména ohraniena usekem bez helikalni konformace: hlavovou
a kaudalni doménou. Hlavova doména je amino konec, zatimco druhy konec je
karboxylovy. Na rozdil od centralni domény jsou koncové domény variabilni, (Upasani ct

al. 2004), (Obr. 2).

Obr. 2: Struktura keratinovych filament

Zakladni struktura CK, alfa-helikalni ¢ast je rozdélena na Ctyfi domény, 1A, 1B,
2A a 2B. Ty jsou vzajemné spojeny kratkymi useky bez alfa-helikalni struktury. Alfa-
helikdlni doména je obklopena proménlivou VI a V2 doménou (amino- nebo
karboxylovy konec). Subdomény HI, H2 jsou v keratinech typu I, zpracovano podle

Nedcase et al. 1991.



4.2.2. VYSKYT CYTOKERATINU

Cytokeratiny jsou typické pro bunky riznych typa cpitelu. Cytokeratiny 7, 8, 17,
18, 19 jsou ptednostné exprimovany v jednoduchém cpitelu, (Kivela et al. 1998). CK 7 a
CK 19 jsou typické i pro zlazovy epitel, (Pitz et al. 2002). Cytokeratiny typické pro
vrstevnaty epitel jsou CK 1, CK 2e, CK 2p, CK 3 az CK 6 a CK 9 az CK 17. CK
charakteristické pro bazalni vrstvu bunék nerohovatgjiciho vrstevnatého epitelu jsou CK
5, CK 14, CK 15 a CK 19, pro vrstvu suprabazalnich bun¢k CK 4 a CK 13. CK typické
pro hyperproliferujici cpitel jsou CK 6 a CK 16, cytokeratiny vyskytujici sc
v rohovatéjicim a terminalné diferencovaném cpitelu jsou CK 1 a CK 10, (Moll et al.
1982).

CK 1, 2 byl popsan v rohovatéjicim epitelu na riznych mistech téla, v analnim
epitelu a exocervixu, (Moll et al. 1982). V epidermis se nachdzeji v suprabazalni vrstve,
(Necas ct al. 1991).

CK 3 sc vyskytuje ve vicevrstevnatém epitelu a je charakteristicky pro cpitel
lidsk¢ rohovky, (Pitz et al. 2002).

CK 4 az 6 existuji v rizném zastoupeni v nerohovatéjicich vrstevnatych
squamoznich epitelech, déle v epitelu pridusck a vylu€ovaciho systému, potnich Zlazach
pokoZzky a v prsni Zlaze. CK 5 a CK 6 se vyskytuji v epidermis a vlasovych folikulech,
(Moll et al. 1982).

CK 7, 8 jsou pfitomny v jednoduchém epitelu, v trachee, urotclu mocového
méchyre. CK 8 je detekovan ve vznikajicim embryonalnim epitelu, (Moll et al. 1982).

CK 9, CK 10 a CK 11 nachazime jen v epidermis. CK 9 je zvIasté v k0zi dlani a
na ploskach nohou, (Neéas ctal. 1991).

CK 12 se nachazi v lidské rohovce, kde tvofi par s CK 3, (Kivela et al. 1998).

CK 13 je charakteristicky pro suprabazalni buriky nerohovatéjiciho vrstevnatého
squamozniho epitelu, napt. sliznice jazyka, epitel andlniho kandalu, pridusnice, (Moll et
al. 1982).

CK 14 se vyskytuje v epidermis v bazalni vrstvé a nerohovatéjicim vrstevnatém

epitelu, (Moll et al. 1982).
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CK 15 je pfitomen ve vrstevnatém epitelu epidermis, také byl detekovan v epitelu
rohovky a spojivky, (Yoshida ct al. 2006, Kasper ct al. 1988).

CK 16 se nachazi ve vrstevnatém cpitelu sliznice, v epidermis se vyskytuje pouze
v souvislosti sc zanétlivym, hyperproliferativnim a ncoplastickym stavem, (Pitz ct al.
2002).

CK 17 jc obsazen ve vicevrstevnatém nerohovatéjicim cpitelu a myocpitelu,
nachazi sc 1 v jednoduchém epitelu, (Necas et al. 1991).

CK 18 ma podobnou tkanovou distribuci jako polypeptid 8. Byl popsan
v jednoduchém epitelu. Mize byt markrem fady neoplazii, (Fillies ¢t al. 2006), victné
morfologické charakterizace nadoru, a spole¢né s CK 8 i jeho prognostickym ukazatclem,
(Oshima et al. 1996). CK 18 a CK 8 tvofi tkafovy polypeptidovy antigen, ktery se
pouziva k dlouhodobému monitorovani choroby ¢ sledovani spéSnosti 1é¢by u
karcinomu mocového méchyte, plic, prostaty, vaje¢nikd, délohy, GIT, délozniho &ipku,
ledvin, hlavy a krku. Spole¢né s CK 8 a vimentimem se CK 18 vyskytuje u melanomd,
(Chu ct al. 1996).

CK 19 je charakteristicky pro jednoduchy epitel a zlazovy epitel, vyskytuje se i
v nediferencovanych burikach a v metaplastickém epitelu, (Lauweryns ct al. 1993).

CK 20 je charakteristicky pro gastrointestinalni epitel, urotel, hojné je zastoupen v

Merkelovych buiikach, (Pitz et al. 2002).
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4.2.3. CYTOKERATINY V ROHOVCE, LIMBU A SPOJIVCE

4.2.3.1. Rohovka

Cytokeratinovy par CK 3 a CK 12 je obecné povazovan za specificky marker
rohovkového epitelu, (Chen et al. 1994). Zasadni vyznam ma pro udrZeni integrity
povrchu oka. CK S se v rohovce vyskytuje pouze v bazalni vrstvé. CK 19 je exprimovan
v suprabazalni vrstvé periferni ¢asti rohovky, v centrdlni ¢asti rohovky neni pfitomen.
Pritomnost CK 8 a 18 v epitelu rohovky neni jednozna¢né urcena, (Pitz et al. 2002).
V rohovce byl popsan minoritni vyskyt CK 4, 13, 14, 15 a 16, (Kivela ct al. 1998). CK 13
byl nalezen hlavné v periferii rohovky, a to v povrchové vrstvé. Byla popsana cxprese
CK 14 hlavn¢ v bazalni vrstvé epitelu, (Kurpakus et al. 1994). Popsan je 1 vyskyt CK 7 a
17. CK 7 se exprimuje v bazalni vrstvé centralni ¢asti rohovky, (Pitz et al. 2002, Kivela ct
al. 1998).
Rohovkové stroma

V stromatu se cytokeratiny nevyskytuji. Stroma obsahuje skupinu IF
mesenchymového typu (vimentin), (Pitz et al. 2002).
Endotel rohovky

V endotelu rohovky je z IF nejhojné)i zastoupen vimentin, (Pitz et al. 2002).
Z CK byl v studiich detekovan par CK 8 a 18, (Kasper et al. 1992), zatimco v jinych
studiich nebyl jejich vyskyt potvrzen, (Kasper et al. 1988). Dale byl v endotelu popsan
vyskyt CK 7 a CK 19, (Foest et al. 1990), ale jiné studic pfitomnost téchto CK
nepotvrzuji, (Kasper et al. 1992).

4.2.3.2. Limbus

CK 3 a CK 19 prokazuji opacny smér v lokalizaci, centripetalné se zvySuje vyskyt
CK 3, vyskyt CK 19 se sniZuje. V limbu jsou pozitivni povrchové buiiky pro CK 3. CK 4,
CK 13 jsou pozitivni jen v povrchovych vrstvach limbu, (Lauweryns ct al. 1993). CK 12
je exprimovén v bazalni vrstvé, zatimco CK 15 se vyskytuje 1 v suprabazalni vrstvé

limbu, (Yoshida, 2006).
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4.2.3.3. Spojivka

Spojivkovy epitel obsahuje vétsinu cytokeratinii charakteristickych pro ostatni
nerohovatéjici vrstevnaté epitely, s pievahou CK 4, 5, 13, 14, 15 a 19, s niz8i expresi u
CK 6, 10, 12, 16 a 17, (Pitz et al. 2002). CK 19 je homogenné distribuovan viemi
burikami cpitelu, (Kivela et al. 1998). Pritomnost paru CK 8 a 18 je nejasna. Krenzo a
Freddo, (1997) odhalili pouze CK 8. V bazalni vrstv¢ spojivky byly nalezeny CK 5 a 14,
15. Ostatni cytokeratiny vrstevnatého epitelu se nachazeji v suprabazalni vrstvé spojivky,
(Pitz et al. 2002).

Cytokeratiny rohovatéjiciho epitelu CK 1, 10, 11 se vyskytuji v povrchovych
vrstvach s nepatrnou pfevahou v nasalnim a temporalnim kvadrantu, (Kivela et al. 1998).
Jestli se ve spojivee vyskytuje CK 3 a CK 12, tak pouze ve velmi malém mnozstvi. CK 3
byl detekovan v bazélni vrstvé bulbarni spojivky, (Kivela et al. 1998).

V pohérkovych burikach spojivky se exprimuji CK 7 typicky pro jednoduchy
zlazovy cpitel a CK 8, 18 a 19, které jsou typické pro jednoduchy cpitel, (Pitz et al.
2002).
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4.2.4. ONEMOCNENI S PORUCHAMI CYTOKERATINU PROJEVUJICI SE
V OBLASTI ROHOVKY A SPOJIVKY

Byly nalezeny mutace nékterych CK genl, které jsou piiinou riznych
onecmocnéni postihujicich epidermis a dalsi epitelové struktury organt ¢t tkani, mezi
které¢ patii rohovka, (Irvine et al. 2005). CK mohou byt pouZity pro hodnoceni
premalignich ¢i malignich zmén epiteld, (Van der Velden et al. 1999).

Mezi onemocnéni, projevujici s¢ na povrchu oka zplsobend mutaci CK geni,
patfi nasledujici choroby:

Epidermolysis bullosa (EB) je vzacné vrozené onemocnéni zplisobené mutaci asi
11 geni. Je zplsobeno trvalym poSkozenim soudrznosti mezi pokozkou a $karou, které
vede k vytvareni oblasti, kde dochézi k odlupovani klize nebo vzniku puchyit a odérek,
(Smith et al. 2003). Stejnym zplsobem jako klGze byvaji postizené 1 sliznice. Znamy jsou
tf1 zakladni typy EB: simplex, junkéni a dystroficka. U cpidermolysis bullosa simplex
dochazi k tvorbe puchytt jako nasledck cytolyzy bazélnich keratinocytd. Puchyic se hoji
rychle, na kiZi zanechavaji hypopigmentace nebo hyperpigmentace a vyskytuji se i
zmény na nehtovych ploténkach. U dystrofické EB je postizena lamina lucida bazalni
membrany, pocet hemidesmozomi snizen ncbo jsou defektni, stejné jako subbazalni
denzni ploténky a kotvici filamenta. U junkéni EB se puchyfe vyskytuji pod lamina densa
bazalni membrany, jsou zpusobeny defckty kotvicich fibril a kolagenolyzou, (Ryyniinen
ctal. 1991).

Epidermolysis bullosa ¢asto doprovazi poskozeni oka: oéni lézc na vickach,
spojivce i rohovee. Zanét na vickach mize vést k lagoftalmu, pii kterém snadnéji vznika
expozi¢ni keratitida. Pi postizeni spojivek nékdy dochazi ke sristim ve spojivkovém
fornixu a vzniku symblefar. Postizeni rohovek a vznik crozi je bolestivé, po zhojeni
vznikaji jizvy rohovky, které¢ mohou zhorsovat vidéni, (Sadowsky, 2005).

Mezi mutované geny patiii i mutace genu pro CK 14. Nasledkem této mutace je
snizeni CK 14 v bazalni vrstvé, u vaznych forem CK 14 zcela chybi. Exprese CK 5, ktery
tvofi heterodimer s CK 14, byva snizena. CK 15, ktery je alternativnim cytokeratinem
bun¢k bazalni vrstvy, byl zvySen v disledku snahy o kompenzaci nedostatku CK 14,

Expresc CK 16, 17 a 19 v pokozce pacientli nebyla zménéna, (Jonkman et al. 1996).
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Kromé mutaci v genech CK je toto onemocnéni zplsobeno i postizenim kolagenu VII,
(Chen et al. 2007).

Pachyonychie kongenitalni (PK) jc autosomalné¢ dominantni oncmocnéni
projevujici se zbytnénim nehtd provazené zménami na kizi a na sliznicich. PK sc d¢li na
dva zakladni typy. Oba typy jsou zptisobené mutaci CK gent. Typ I vykazuje mutaci CK
6a a CK 16, typ Il vykazuje mutaci v CK 6b a CK 17, (Smith et al. 2003).

Oc¢ni projevy zahmuji vznik katarakty a zmény na rohovce, (Smith ¢t al. 2003).

Meesmannova dystrofie je vzacné bilateralni autosomalné¢ dominantné dédi¢né
onemocnéni rohovky. Projevuje se kiechkosti pfedniho epitelu rohovky, ktera vznika na
zdkladé mikrocyst v rohovee. Ruptury mohou zpisobit erozc rohovky, ty se pak mohou
projevit fotofobii nebo snizenim zrakové ostrosti. Ziidka sc objevuje ncpravidelny
astigmatismus jako nasledek subepitelidlniho zjizevnaténi. Histologicky sc  objevi
disorganiza¢né zesileny cpitel, s pfitomnosti intracpitelidlnich mikrocyst. Genetickym
podkladem této dystrofic je mutace CK 3 a CK 12, {Corden ct al. 2000).

Zadni polymorfni dystrofie rohovky j¢ oboustranné, pomalu postupujici
onemocnéni, s autosomalné dominantni dédi¢nosti postihujici Descemetovu membranu a
cndote! rohovky, (Kraus et al. 1997). Buriky endotelu méni fenotyp na epitelovy, dochazi
k proliferaci a pfertstani abnormélniho endotelu pies trabekularni sitovinu, coZ miZe
vést ke vzniku sekundarniho glaukomu. V abnormélnim endotelu se piednostné vyskytuji
CK 17 a CK 19. Mutace v genech pro CK nebyly popséany, (Jirsova et al. 2006).

Pti epitelizaci endotelu dédiéné Fuchsovy dystrofic a kongenitalni hereditami
endotclové dystrofie i nedédiéného iridokornealniho syndromu taktéz dochazi k vyskytu

CK 7, CK 8 a CK 18, (Hidayat and Cockerham, 2006).
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4.2.5. DEFICIENCE LIMBALNICH KMENOVYCH BUNEK

Limbalni kmenové buiiky

Limbélni kmenové buitky (LKB) jsou relativné malé buiiky s dlouhou Zivotnosti,
velkym proliferativnim potencidlem a jsou zodpovédné za nahradu a regencraci bunék
rohovky, (Kozak et al. 2001, Lavker ct al. 2004). LKB s¢ d&li asymetricky. Asymetrick¢
déleni znamena, Ze jedna dccfinag buiika zdstane kmenovou bunkou, zatimco druha je
uréena k déleni a diferenciaci, (Donist et al. 2003). LKB jsou uloZeny v bazalni vrstvé
limbu ve Vogtovych palisadach. Poskozeni cpitclu stimuluje asymetrické déleni téchto
bunék a jejich migraci centripetalné do epitelu rohovky na misto defektu, (Lavker et al.
2004). B&¢hem tohoto procesu dochazi k organizované proliferaci a diferenciaci LKB
bunék na TAC (transient amplyfying cclls) a na terminalné diferencovany rohovkovy
epitel. TAC sc déli castéji a maji konecny proliferativni potencial, jsou uloZzeny

piedev$im v bazélni vrstvé cpitelu rohovky, (Lavker et al. 2004).

Deficience limbalnich kmenovych bunék

K deficienci limbalnich kmenovych bunék (DLKB) dochazi na zakladée
primarniho onemocnéni ¢i sekundarné na zakladé poskozeni bunék vné)§imi faktory.

Mczi primarni onemocnéni vedouci ke vzniku DLKB patii napiiklad dédi¢na
aniridie, keratitis s mnohoc¢etnou endokrinni deficienci ¢i neurotropni keratopatie, (Dua et
al. 2000). K DLKB klinicky dochazi na zaklad¢ destrukce limbélnich kmenovych bunék,
primarmni DLKB vznikla v souvislosti s nedostate¢nou stromalni podporou jejich funkce,
vede k hypofunkci a postupné ztraté az absenci limbalnich bunék, (Daniels et al. 2001).

Sckundarni poruchy jsou zpilsobeny destrukci limbalnich kmenovych bunék
vnéjsimi faktory (chemické ncbo tepelné poranéni, Stevens-Johnsnlv syndrom,
mnohocetné chirurgické zakroky, kryoterapie v oblasti limbu, noseni kontaktnich ¢oéek,
vazné mikrobidlni keratitidy), (Sridhar ct al. 2000). Poskozeni funkce ¢i absence LKB
vede k poSkozeni povrchu rohovky. Klinicky je charakterizovano opakujicimi se
cpitelidlnimi  defekty, pferistanim spojivkového cpitelu pfes epitel rohovky,
vaskularizaci, chronickymi zanéty rohovky a ztraté jeji Cirosti, (Adams ct al. 1988).

DLKB se miiZe projevovat vaznou fotofobii, slzenim, ostrou bolesti zpisobenou defekty
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epitelu, snizenim zrakové ostrosti, jizevnaténim, kalcifikaci, v kone¢ném  stadiu
oslepnutim, (Dua et al. 2000).

Klinicky se diagnostikuje DLKB na zakladé prerdstani spojivkového epitelu pres
rohovkovy epitel. Prerlstani spojivky pfes rohovku pouziva 1 laboratorni diagnostika.
Vychazi z rozdilu mezi epitelem rohovky a spojivky: rohovka je tvofena pouze bunkami

epitelu, (Obr. 3a), ve spojivee se nachazeji kromée epitelu i poharkové buiiky, (Obr. 3b).

Obr. 3: Otiskova cytologie povrchu zdravého oka: povrch rohovky je tvofen buikami
epitelu - a), povrch spojivky bunkami epitelu a poharkovymi buikami (Sipky)
b), (zvétseni 400x, barveno dle Gillse a Papanicolaoua, archiv Laboratofe biologic

a patologic oka).

a) epitel rohovky

Jednoznacné se DLKB diagnostikuje pomoci otiskové cytologie spojivky,
(Nelson et al. 1988). Pfi méné rozsahlém poskozeni spojivky se pii DLKB nachazi na

povrchu poSkozené rohovky spojivkovy epitel s poharkovymi buitkami, (Obr. 4).

Obr. 4: Otiskova cytologie povrchu oka pacienta po poleptani vapnem, (zvétseni 1000x,

barveni dle Gillse a Papanicolaoua, archiv Laboratofe biologie a patologie oka).
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V ptipadé vazného poSkozeni na povrchu oka dochazi na spojivce ke vzniku
squamdzni metaplazie, pii které dochazi ke snizeni po¢tu poharkovych bunék az k jejich
vymizeni. V tomto pfipadé pak pfi DLKB dochazi k prertstani spojivkového epitelu bez
poharkovych bung¢k, (Shridhar et al. 2001). K diagnostice je tfeba vyuzivat rozdilu mezi
fenotypem rohovkového a spojivkového epitelu, naptiklad vyskytem CK 3 a CK 19,
(Donisi et al. 2003, Dua et al. 2000).

Pro lé¢cbu DLKB je nutnd obnova o¢niho povrchu pomoci transplantace
limbalnich bunék. Snahou 1é¢by je podpofit reepitalizaci rohovky poskytnutim stabilniho
epitelu, zabranénim regrese vzniku novych cév a obnovit prihlednost epitelu. Pfi
¢aste¢né limbalni deficienci kmenovych bunék je efektivni metoda, kdy se mechanicky
odstrani z rohovky spojivkovy epitel, ten je pak nahrazen novym rohovkovym epitelem.
Tuto metodu je mozné pouzit proti migraci spojivkového epitelu, (Dua et al. 2000). U
jednostranné limbalni deficience lze pouzit auto§tép z druhého zdravého oka. U
bilateralni poruchy je tfeba ziskat bunky (tkan) od piibuzného ¢i zemielého darce
(allotép) pro transplantaci LKB, (Daniels et al. 2001). Béhem zakroku se biopticky
ziskana tkan limbu transplantuje do oblasti limbu pfijemce, (Kenyon a Tseng, 1989,
Lavker et al. 2004). Alternativou pfi rozsahlém poskozeni rohovky ptijemce DLKB je
transplantace rohovky s naslednou transplantaci limbalnich bunék a aplikaci amniové
membrany. Amniova membrana (AM), (Obr. 5) je tvofena silnou bazalni membranou a

avaskularni stromalni matrix.

Obr. 5: Amniova membrana piipevnéna na nitroceluldozovy papir, (archiv Laboratote

biologie a patologie oka).
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Ziskava se z lidské placenty pii porodu cisatskym fezem. Amniova membrana
umoziujc migraci cpitelovych bunék, pevné uchyceni bazalnich bunék a podporuje
diferenciaci epitelu. Membrana zabranuje vzniku apoptézy a po jeji transplantaci sc

nevyskytuji nepfiznivé reakce z nepfijeti, (Dua ct al. 1999).

29



5. MATERIAL A METODY
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5.1. PRIPRAVA A ZISKANI VZORKU
5.1.1. PRIPRAVA KRYOREZU

Vzorky byly ziskany z o¢nich bulbii od darcti rohovky, které necmohly byt pouzity
k transplantaci. Rohovka s ¢asti limbu a spojivky byla trepanovand, ziskané terfe byly
rozdéleny a pouzity pro pfipravu kryoiezii. Ctvrtina kazdého rohovkového terée byla
zmrazena a zalita do zamrazovaciho média — OCT (Optimal Cutting Temperature),
zmraZzena v tekutém dusiku a uchovavana pii teploté -70°C. Pro pokusy jsme pouzili
kryofezy o tloustce 7 um, které byly nalepeny po Ctyfech na podlozni skla oSetfena
kamencovou Zclatinou. Kvalita preparatu s¢ kontrolovala pod svételnym mikroskopem.

Do doby pouziti byla skla uchovana pti teploté -20°C.
5.1.2. PRIPRAVA MEMBRAN MILLICELL

Otisky z povrchu spojivky a rohovky byly ziskany pomoci membran Millicell
(Biopore MILLICELL®-CM membrany, PICM 01250, Millipore, velikost péra 0,4 um).
Pfed odbérem byla membrana upravena; nizkami byly odstranény noZi¢ky plastového
drzaku, aby plocha membrany pro snimani vzorku byla hladka. Vzorek byl ziskan
piitisténim membrany na piislu$nou tkain po dobu 10 sekund. Obal Millicellové
membrany byl oznalen ¢islem vzorku, mistem odbéru a poiadim daného odbéru. Po

odbéru byly membrany uchovavany do doby jejich zpracovani pii teploté -70°C.
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5.2. POUZITE VZORKY

5.2.1. VZORKY PRO NEPRIMOU FLUORESCENCNI IMUNOHISTOCHEMII
NA KRYOREZECH

Pro detekei cytokeratinG pomoci fluorescenéni imunohistochemic byly pouZity

kontrolni vzorky rohovky, limbu a spojivky od sedmi darcti, (Tab. 1).

Tab. 1: Kontrolni vzorky pouzité pro detckei cytokeratind (K1 - K7 vzorky dérct, vek

darce v dob¢ umrti, M - muz, Z - Zena).

lislo kontrolniho vzorku | v&ék darce | pohlavi
K1 38 M
K2 73

K3 49 M
K4 49 M
K5 74 z
K6 74 M
K7 68 M
primérny vék darce 60
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5.2.2. VZORKY PRO NEPRIMOU FLUORESCENCNI IMUNOHISTOCHEMII

NA MEMBRANACH MILLICELL

Pro imunohistochemickou detekci CK 7 byly pouzity 4 kontrolni rohovky, (Tab.

2), a 7 kontrolnich spojivek od 5 dobrovolnych darct, (Tab. 3), dialc bylo pouzito 5

vzorkll rohovek od S pacientd s poleptanim oka, (Tab. 4), u kterych byla klinicky

potvrzena DLKB.

Tab. 2: Vzorky rohovek pouzité pii detckci CK 7 (K: kontrolni vzorky rohovek, vék

v dobé odbéru, M - muz, OP - oko pravé, OL - oko levé).

¢islo kontroly v&k pohlavi
K1 OP 68 M
KIOL1 68 M
K1 OL2 68 M
K2 0L 54 M

Tab. 3: Vzorky spojivky pouzité pii detekci CK 7 (K: kontrolni vzorky spojivky, vék

dérce pii odbéru, Z - zena, OP - oko pravé, OL - oko levé, N - nasalni kvadrant, T

- temporalni kvadrant).

¢islo vzorku vék | pohlavi
K1 OP/T 23 z
K1OL/T 23 Z
K1 OP/N 23 z
K2 OP/N 31 Z
K3 OP/T 26 z
K4 OP/N 37 M
K5 OL 54 M
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Tab. 4: Vzorky rohovek pouzité pti deteckei CK 7 (Pl - P5: rohovky pacienti, vek v dobé

odbéru, M - muz, OP - oko pravé, OL - oko leve).

¢islo vzorku | vék [ pohlavi

Pl 39 M

P2 23 M

P3 33 M

P4 56 M
ps 54 M
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5.3. PRINCIP A METODY IMUNOHISTOCHEMIE

Zakladnim cilem imunohistochemickych metod je detekce specifickych
antigennich determinant (molekul ¢i jejich ¢asti) s vyuzitim imunologické vazby, tj.
vazby antigenu a protilatky. Mezi zakladni typy imunohistochemickych metod patfi:

- pfima,

- nepiima dvojstupniova,

- nepfima trojstupiiova imunochemicka metoda.

Pi¥ima imunohistochemie pouziva jen primarni protilatky. které jsou pfimo
oznaceny (fluoresceinem, enzymem, kovem). Primarni protilatka se vaze na specificky
epitop detekovaného antigenu, (Obr. 6a).

NepFima imunohistochemie je citlivéjsi metoda, pii které se nejprve aplikuje
neoznacend protilatka (imunoglobin), ktera je specificka proti prokazovanému antigenu;
jde o primarni protilatku. Jako druha je nanesena sekundamni protilatka proti Fc-
fragmentu imunoglobulinu druhu, ze kterého je primarni protilatka. Ta je znaena
(fluorochromem nebo enzymem) a imunologickou vazbou se navaze na primarni

protilatku, (Beranova et al. 2002), (Obr. 6b).

Obr. 6: Schéma pfimé fluorescenéni imunohistochemie — a), nepiimé dvojstupfiové

fluorescen¢ni imunohistochemie — b), (zpracovano podle Beranové et al. 2002).

a) b)

Primd imunohistochemie Neprim4 dvojstupiovd imunohistochemie
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NepFima trojstupfiova imunohistochemie se vyuziva k zesileni signalu
v ptipadé, kdy mnozstvi molekul detekovaného antigenu ve vzorku je nizké. Prvni je
nanesena protilatka, ktera reaguje s antigenem prokazovanym v tkani. V dal§im kroku jc
aplikovana neznacena specificka protilatka proti imunoglobulinu druhu, ktery jsme
pouzili v prvni fazi. Tato sekundamni protilatka je také nékdy oznacovana jako spojovaci
protilatka a tvofi tzv. mistek. Dale nanaime znaceny komplex: bud’ jde o peroxidaza-
anti-peroxidazovy komplex (PAP), (Obr. 7a), nebo alkalicky fosfataza-anti-alkalieky
fosfatovy komplex (APAAP). Dalsi technika nepfimé trojstupniové imunohistochemie
vyuziva avidin-biotin komplexu (ABC metoda), ktery ma schopnost velmi pevné
neimunologické a druhové nespecifické vazby avidinu s biotinem. Pfi pouziti avidinu
ziskaného z bakterie Streptomyces avidini, nazyvame tento komplex streptavidin-biotin

komplex (SABC), (Obr. 7b).

Obr. 7: Schéma nepfimé trojstupnové fluorescen¢ni imunohistochemie — a), nepiimé
trojstupriové imunohistochemie vyuzivajici (strept)avidin biotin komplex (SABC)

- b), (zpracovano podle Beranové et al. 2002).

a) Fimé roistupiovd imunohistocheri b)  Nepfimé trojstupiiové imunohistochemie
Nepfima trojstupriové imunohistochemie vyuZivajici (streptjavidin biotin komplex (SABC)

komplex peroxidasa - anti - peroxidasa

specifické neznacené sérum proti
primarni protilatce - "mustek” biotinylovand
protilatka - "mistek”
primami protitea i protilatka
— fez

Obé metody ABC 1 SABC patii k nejcitlivéj§im a velmi rozSifenym metodam

imunohistochemie. Princip spociva v oznaceni sekundarni protilatky biotinem a jeho
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nasledné vazby avidinem, resp. streptavidinem-biotinovym komplexem oznacenym
kicnovou peroxidazou. Kienova peroxidaza reaguje sc svym substratem, kterym je
peroxid vodiku. Enzymatickd aktivita peroxidazy pak indikuje mista v preparitu, kde
doslo k primamni specifické reakci. Je-li detekéni komplex znadeny peroxidazou
pouzivame jako chromogen 3,3 -diaminobenzidin (DAB). Oxidaci DAB vznika stabilni
hnédy produkt, ktery detckujeme. Vedle DAB lze pouzit i jiné chromogeny, napi. 3-
amino-9-cthylkarbazol (AEC); dctekovany produkt je karminoveé &ervené barvy,

(Beranova et al. 2002).
Protilatky pro imunohistochemické metody

Polyklonalni protilatky

Polyklonalni latky jsou produktem aktivovanych kloni B lymfocytd. Slouzi
k detekci nékolika antigend, nebo vét§imu poétu epitopd daného antigenu. Ziskavaji se
imunizaci zvifete antigenem, pfi imunizaci dochazi ke stimulaci B lymfocytd, proliferaci

a diferenciaci na plazmatické buriky, (Beranova et al. 2002).

Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou produkovany B lymfocytamimi hybridomy, které
Jsou ziskavany indukovanou fuzi imunnich slezinnych bunék a bunék myelomovych linii.
Monoklondlni protilatky jsou zaméfené proti jedinému ecpitopu, proto jsou vysoce

specifické, (Necas et al. 1991).
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5.3.1. DETEKCE CYTOKERATINU NEPRIMOU FLUORESCENCNI
IMUNOHISTOCHEMII NA KRYOREZECH - PROTOKOL.

VZORKY: K1 - K7
Vzorky se nechaji rozmrznout po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.
FIXACE: 10 min. aceton
MRIZKA: oddé&leni fezi na sklicku pomoci PAP PEN pera (Immunotech), aby nedoslo
ke smiseni protilatek riznych koncentraci ¢i protilatky s negativni kontrolou.
QPLACH: PBS 2x 5 min.
PRIMARNI PROTILATKA: v 1% BSA (bovinni sérovy albumin), inkubace | hod.
QPLACH: PBS 3x 5 min.
SEKUNDARNI PROTILATKA: v 1% BSA v PBS, inkubace ! hod.
OPLACH: PBS 3x 5 min.
OSCHNUTI
MONTOVANI: na kazdé podlozni sklicko sc kapne Vectashied pro fluorescenci, a to

Vectashied-Pl  (propidium  iodide) nebo  Vectashicld-DAPI  (4,6-diamidino-
2phenylindoldihydrochlorid). Pl ¢i DAPI interkaluji s DNA a slouzi tak k jejimu
zviditelnéni. Po aplikaci montovaciho média se vzorek pickryje krycim sklickem. Vzorky
s¢ uschovavaji pfi teploté +8°C, do doby hodnoceni, ktera by méla probéhnout do 24 - 48

hodin po vytvofeni vzorku.
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5.3.2. HODNOCENI PRITOMNOSTI CK NA REZECH

Vzorky byly pozorované a vyhodnocované pod tluorcscenénim mikroskopem
(Olympus BX-51, zvéteni 200-400x). Dokumentaéni fotografic byly snimany pomoci
kamery Vosskithler VDS CCD-1300CB (VDS Vosskithler GmbH, Némecko), a
analyzované v programu NIS-clements AR 2.30 (Laboratory Imaging, Ceska republika).
Fluorescenéni signal byl sledovany zviast’ v kazdé bundéné vrstvé rohovky, limbu a
spojivky. Kazdy experiment byl provedeny v duplikatu. Hodnotili jsme pocet a intenzitu

fluorescence pozitivnich bunék podle nésledujici stupnice:

Poécet pozitivnich bunék ve $kale:
NO: 0 %,

NI: 1- 25 %,

N2: 26 - 50 %,

N3:51-75 %,

N4: 76 - 100 %,

Intenzita signalu ve §kale:
0 — negativni,

|1 - slaba intenzita,

2 — stiedni intenzita,

3 —silna intenzita,

4 — velmi silna intenzita.
Pouzité protilatky:

Pro rohovkové kryofezy byly pouzity protilatky reagujici s jednotlivymi typy CK
a sekundamni protilatky, dle Tab. 5 a 6.
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Tab. 5:

cytokeratin, monokl.- monoklonalni, polykl.- polyklonalni protilatky).

Piehled sledovanych antigent a pouzitych primamich protiliteck (CK -

[ detekovany protilatka pivod firma koncentrace
antigen
T CKI1 anti - CK 1, kozi | Santa Cruz Biotcchnology, 1:250
polykl. CA,USA _
CK 2¢ anti — CK 2¢, mys$ Acris Antibodics GmbH, 1:50
monokl. Hiddenhausen, Némecko
CK 3/12 anti — CK 3/12, my3 | Rescarch Diagnostic Inc., 1:400
monokl. Flanders, NJ, USA
CK4 anti — CK 4, my$ | Sigma, St. Louis, USA 1:200
monokl. |
CK 5/6 anti — CK 5/6, my$ | Dako Cytomation, 1:40
monokl. Glostrup, Dansko
CK6 anti - CK 6, my$ | Acris Antibodics GmbH, 1:25
monokl. Hiddcenhausen, Némecko
CK?7 anti — CK 7, my$§ Dako Cytomation, 1:50
monokl. Glostrup, Dansko
[ CK8 anti — CK 8, my§ | Chemicon International 1:400
monokl. Inc., Temecula, USA
CK9 anti— CK 9, mys$ Acris Antibodics GmbH, 1:20
monokl. Hiddenhausen, Némecko
CK 10 anti — CK 10, my$ | Santa Cruz Biotcchnology, 1:50
monokl. CA, USA
CK 10/13 anti - CK 10/13, my$§ Dako Cytomation, 1:25
monokl. Glostrup, Dansko
CK 14 anti - CK 14, my$ | Chemicon International 1:50
monokl. Inc., Temccula, USA
CK 15 anti — CK 15, my$ | Chemicon International 1:100
monokl. Inc., Temecula, USA
CK 16 anti — CK 16, mys$ Acris Antibodies GmbH, 1:30
monokl. Hiddenhausen, Némecko
CK 17 anti— CK 17, my$ | Acris Antibodics GmbH, 1:25
monokl. Hiddenhausen, Némecko
CK 18 anti — CK 18, my$ | Dako Cytomation, 1:50
monokl. Glostrup, Dansko
CK 19 anti — CK 19, my$ | Dako Cytomation, 1:50
monokl. Glostrup, Dansko
CK 20 anti — CK 20, my$ | Acris Antibodics GmbH, 1:20
monokl, Hiddenhausen, Némecko
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Tab. 6: Piehled pouzitych sekundamich protilatek.

antigen | protilatka | piivod firma marker koncentrace
[ Kozi lgG opice FITC, klon: 1:150
protilatka Jackson Immunoresecarch | 705 095 003
Mysi IgG opice | Laboratorics, West FITC, klon: 1: 500
protilatka Grove, USA 715095 151
Mysi IgG prasc TRIC, klon: 1:150
protilatka 515025003
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5.4. OTISKOVA CYTOLOGIE SPOJIVKY A ROHOVKY

Otiskova cytologie (OC) je jednoducha, neinvazivni a pacienta netraumatizujici
technika, pfi které pfilozenim vhodného materialu (acetat celuldzového filtru, membrany
Millicell) na povrch spojivky nebo rohovky ziskame spojivkovy nebo rohovkovy epitel
pro jeho hodnoceni, (Nelson et al. 1988). Pomaha pfi diagnostice nasledujicich poruch
povrchu oka; syndrom suchého oka (squamozni metaplazie), deficience limbalnich
kmenovych bunék, virova, alergicka nebo zanétliva keratokonjunktivitida, deficience
vitaminu A, neoplazie povrchu oka, (McKelvie et al. 2003).

Poprvé tuto techniku popsal Egbert et al. v roce 1977, plvodni technika
zahrnovala pfitlaCeni prouzku filtru z acetatcelulézy pomoci sklenéné ty¢inky na
spojivku. Tato plvodni metoda byla postupné inovovana, ziskané vzorky se barvi
vétsinou podle Papanicolaoua, (Papanicolaou, 1942). Pro detekci antigend se provadi
odbér na membrany typu Millicell, na nichz lze provést fluorescenéni
imunohistochemické vySetieni, (Calonge et al. 2004).

Vzorky se od pacientil ziskavaji dle potfeby nejlastéji ze spojivky temporalni,
nasalni, dolni bulbarni a palpebralni, (Obr. 8), vétsinou bez pouziti lokalniho anestetika.
Pii silném mrkacim reflexu, Spatné pfistupnosti odbérového mista ¢ pro zvyseni
komfortu pacienta je tfeba aplikovat anestetikum (Benoxi 0,4 %) do dolniho fornixu. Pro
nase experimenty byly ziskany kontrolni vzorky z rohovky a z horni bulbarni spojivky a

to pfitiSténim membrany Millicell ptiblizné 10 vtefin na pfislu§né misto.

Obr. 8: Otiskova cytologie spojivky, (archiv Laboratofe biologie a patologie oka).
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Vzorky ziskané pomoci OC se morfologicky hodnoti: sleduje se typ pritomnych
bunck, jejich denzita, velikost a tvar, jadrocytoplazmaticky pomér, pfitomnost
pohdrkovych buntk €1 pfitomnost dalSich bun&enych typfi, (Doughty et al. 2000).

Tato technika méa vyhodu, ze nenaruguje strukturu limbalnich kmenovych bunék,
ulozenych v bazalni vrstvé limbalniho epitclu, které jsou zodpoveédné za obnovu
rohovkového epitelu. PFi biopsii mohou byt limbélni kmenové buiiky poskozeny a jejich

pocet nasledné redukovan, (Calongue et al. 2004).
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5.4.1. DETEKCE CYTOKERATINU 7 NEPRIMOU FLUORESCENCNI
METODOU NA MEMBRANACH MILLICELL - PROTOKOL

VZORKY: kontrolni rohovky K1 -- K2; kontrolni spojivky K1 — K5, vzorky od pacienti
Pl -P5.

FIXACE: koncentrovany chlazeny aceton se kapne na vzorek po dobu I min, membrana
se sloupne z nosice a vlozi na kulaté kryci sklicko (butikami nahoru).

OPLACH: PBS 3x 5 min.

PERMEABILIZACE: 0,2% TRITON X 100.

OPLACH: PBS 3x 5 min.

BLOKOVANI: BSA 2,5% 20 min.

PRIM. PROTILATKA: v 0,1% BSA, inkubace 1 hod. pti pokojové teploté.

OPLACH: PBS 3x 5 min.

SEK.PROTILATKA: v 0,1% BSA, inkubace 1 hod. pii pokojové teploté. Chranit pred

svétlem.
OPLACH: PBS 3x 5 min.

MONTOVANI: pienést membranu na podlozni sklitko, na kazdou membréanu se kapne

Vectashied pro fluorescenci, a to Vectashied-PI (propidium iodide). Pl interkaluje s DNA
a slouzi tak k jejimu zviditelnéni. Po aplikaci montovaciho média se vzorek pickryje
krycim sklem. Vzorky se uschovavaji pii teploté¢ +8°C, do doby hodnoceni, ktera by méla

probéhnout do 24 - 48 hodin po vytvoieni vzorku.

5.4.2. HODNOCENI MEMBRAN MILLICELL

Vzorky jsme hodnotili steyjnym zpisobem jako u piedchozi metody. Vzdy bylo

hodnoceno 100 - 500 bunék dle jejich pfitomnosti ve vzorku.

Pouzité primarni a sckundarni protilatky:
Pro nepfimou fluorescenc¢ni imunohistochemii na membranach Millicell byla
pouZita primarni protilatka reagujici s CK 7 (monoklonalni, my3i anti CK 7, Dako

Cytomation, Glostrup, Dansko, koncentrace 1:50) a sckundarni protilatka - anti mysi IgG
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(Jackson Immunorescarch Laboratories, West Grove, USA, FITC, klon: 715095 151

koncentrace 1:500).
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6. VYSLEDKY

46



6.1. DETEKCE CYTOKERATINU NA KRYOREZECH POMOCI NEPRIME

FLUORESCENCNI IMUNOHISTOCHEMIE

Vyskyt jednotlivych CK jsme sledovali v kontrolnich fezech rohovky, limbu,

spojivky (K1 - K7) pomoci nepiimé fluorescenéni imunohistochemic a hodnotili jejich

ptitomnost podle poctu a intenzity fluorescence pozitivnich bunék (Tab. 7 - 10).

Tab. 7: Primémé hodnoty K1 - K7 piitomnosti jednotlivych cytokeratind (CK), v

hodnocenych vrstvach kontrolnich rohovek (intenzita signdlu: 0 - ncgativita, 1

pritomnosti CK ve vzorku, max. - nejvyssi hodnota ptitomnosti CK ve vzorku).

Tvv?

ROHOVKA vrstvy epitelu
povrchova suprabazalni bazalni stroma

typ CK % pozitivnich bunék / intenzita signalu, (min. — max. hodnoty)

CK1 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 2¢ 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 3/12 76/3 (57-98) 68/2 (38-96) 64/2(23-96) 0/0
CK 4 72/3(15-100) 45/1(0-67) 20/1(041) 0/0
CK 5/6 83/2(63-80) 84/2(65-100) 85/2(65-100) 0/0
CK6 3/1(0-20) 3/1(0-20) 0/0 0/0
CK7 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 8 60/2(44-70) 43/1(20-67) 35/1(5-55) 0/0
CK9 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 10 2/1(0-15) 0/0 0/0 0/0
CK 10/13 35/1(20-65) 22/1(5-45) 6/1(0-25) 0/0
CK 14 48/2(0-95) 67/2(50-95) 74/2(56-100) 0/0
CK 15 6/1(0-15) 5/1(0-13) 5/1(0-10) 0/0
CK 16 59/2(20-90) 70/2(30-100) 36/1(0-70) 0/0
CK 17 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 18 65/1(45-100) 73/1(55-90) 84/1(53-100) 0/0
CK 19 63/2(33-95) 52/1(25-95) 5171(35-69) 0/0
CK 20 0/0 0/0 0/0 0/0
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Pro rohovku typicky CK 3/12 s¢ vyskytoval ve viech vrstvach epitelu rohovky,
signal byl stfedn¢ az siln¢ pozitivni. CK 5/6 se¢ vyskytoval (silné pozitivni) ve viech
vrstvach rohovky. CK 4 byl slab¢ pozitivni v bazilni vrstvé, jeho pozitivita rostla smérem
k povrchové vrstvé. Stejnou tendenci k zvySovani signalu od bazalni vrstvy smérem
k povrchu jsme zaznamenali i uw CK 8. CK 10/13 jsme detekovali hlavné v povrchové a
suprabazalni vrstvé, kde byl slab¢ pozitivni. Pfitomnost CK 14 klesala od bazdlni vrstvy
smérem k povrchové vrstvgé. Podobné je distribuovan i CK 15, s primémé 29 %
pozitivnich bunék v bazadlni vrstvé. CK 16 sc nachazel ve vicch vrstvach cpitelu,
dominantné v suprabazilni vrstvé. CK 18 byl pfitomen ve vsech vrstviach cpitelu
s vyrazn€)Sim vyskytem v bazalni vrstvé. CK 19 sc vyskytoval v 50 % cpitelu rohovky.
CK 6 a CKI10 byly slabé pozitivni, maximalné v 20 (15) % bun&k povrchu rohovky.
Epitel rohovky byl negativni pro CK 1, CK 2¢, CK 7, CK 9, CK 17 a CK 20, (Obr. 9).

Tab. 8: Primérné hodnoty pfitomnosti jednotlivych cytokeratind (CK), v hodnocenych
vrstvach kontrolnich vzorkd limbu (intenzita signalu: 0 - negativita, | - slabg, 2 -

stiedni, 3 - silna, 4 - velmi silna intenzita, min. - nejniZ8i hodnota pfitomnosti CK

ve vzorku, max. - nejvyssi hodnota pfitomnosti CK ve vzorku).

LIMBUS vrstvy epitelu
povrchovi suprabazalni bazélni stroma

typ CK % pozitivnich bunék / intenzita signalu, (min. — max. hodnoty)
CK1 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 2e 0/0 0/0 0/0 0/0
CK /12 51/2(25-85) 47/2(13-85) 14/1(5-33) 0/0
CK 4 52/2(7-80) 22/1(0-70) 0/0 0/0
CK 5/6 80/2(58-100) 81/2(60-100) 65/1(35-100) 0/0
CK6 7/1(0-36) 4/1(0-26) 0/0 0/0
CK7 5/1(0-35) 0/0 0/0 0/0
CKS8 48/1(30-65) 38/1(12-55) 41/1(12-65) 0/0
CK9 0/0 0/0 0/0 0/0
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CK 10 4/1(0-20) 1/1(0-5) 0/0 0/0
CK 10/13 45/2(10-90) 31/1(10-45) 4/1(0-13) 0/0
[ CK 14 37/2(0-69) 51/2(25-90) | 82/2(55-100) 0/0
CK 15 4/1(0-16) 16/1(0-50) 29/1(7-75) 0/0
CK 16 2/1(0-8) 12/1(0-40) 0/0 0/0
CK 17 0/0 0/0 4/1(0-27) 0/0
CK 18 33/1(0-75) 24/1(0-60) 2/1(0-50) 0/0
CK 19 81/3(52-85) 62/2(35-65) 68/2(45-74) 0/0
CK 20 0/0 0/0 0/0 0/0

Ve vsech vrstvach epitelu limbu byly exprimované CK 5/6, CK 8, CK 14 a CK

19. CK 5/6 a CK 19 se nachazely zejména v povrchovych vrstvich, CK 14 byl

dominantné detekovan v bazalni vrstvé, smérem k povrchu jcho pozitivita klcsala. Dalc

byl detekovan stfedn¢ silny signal pro CK 3/12, CK 4 a CK 10/13 asi v 50 %

bunék povrchové vrstvy, jejich pozitivita smérem k bazalni vrstvé klesala. CK 15 se

vyskytoval (slabé pozitivni signal) v 29 % bun¢k bazalni vrstvy. CK 18 se nachazel slab¢

pozitivni asi v 33 % bunék povrchové vrstvy. Ojedinéle byl zaznamenan signél pro CK 6

a CK 7 (v povrchové vrstvé) a CK 16 a 17. Epitel limbu byl negativni pro CK 1, CK 2e¢,
CK 9 a CK 20, (Obr. 9).

Tab. 9: Primérné hodnoty ptitomnosti jednotlivych cytokeratind (CK), v hodnocenych

vrstvach kontrolnich spojivek (intenzita signalu: 0 - negativita, 1 - slaba, 2 -

stfedni, 3 - silnd, 4 - velmi silna intenzita, min. - nejnizdi hodnota piitomnosti CK

ve vzorku, max. - nejvy$si hodnota pfitomnosti CK ve vzorku).

SPOJIVKA vrstvy epitelu

povrchova suprabazalni bazalni stroma
typ CK % pozitivnich bunék / intenzita signalu, (min. — max. hodnoty)
CK1 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 2e 0/0 0/0 0/0 0/0
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CK 3/12 30/1(10-60) 32/1(7-55) 9/1(0-30) 0/0
CK 4 71/2(46-90) 54/2(15-85) 6/1(0-15) 0/0
CK 5/6 77/2(57-100) | 80/2(62-100) S8/1(35-77) 0/0
CK6 13/1(0-25) 8/1(0-35) 0/0 0/0
CK7 34/1(10-65) 16/1(0-35) 9/1(0-35) 0/0
CK8 54/2(36-70) 39/1(25-55) 37/1(5-50) 0/0
CK9 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 10 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 10/13 67/3(38-100) | 56/2(35-75) 13/1(0-30) 0/0
CK 14 52/1(0-90) 60/2(18-90) | 79/2(50-100) 0/0
CK 15 20/1(0-57) 23/1(0-48) 39/1(15-55) 0/0
CK 16 0/0 3/1(0-18) 0/0 0/0
CK 17 0/0 0/0 0/0 0/0
CK 18 16/1(0-60) 3/1(0-25) 2/1(0-15) 0/0
CK 19 81/3(55-95) 62/2(20-85) | 68/2(42-100) 0/0
CK 20 0/0 0/0 0/0 0/0

V epitelu spojivky jsme detekovali CK 14, ktery byl pfitomen ve v3ech vrstvach
epitelu s dominantnim vyskytem v bazilni vrstvé (79 %). CK 5/6 a CK 19 sc nachdzcely
v 58 - 81 % bungk epitelu spojivky. CK 4 a 10/13 byly dominantné pozitivni v povrchové
vrstvé epitelu spojivky (kolem 70 % bunék), pozitivita CK 4 a 10/13 se smiZovala ast na
10 % smérem k bazélni vrstvé. CK 8 se vyskytoval v 54 % bunék povrchového epitelu,
v suprabazalni a bazalni vrstvé pocet pozitivnich bunék dosahoval téméf 40 %. CK 3/12 a
CK 7 se vyskytovaly kolem 30 % bunék v povrchové a suprabazalni vrstvé epitelu
spojivky. CK 15 byl detekovan v bazalni vrstvé (39 %), jeho pozitivita klesala smérem
k povrchovym burikam, ve kterych byl signal slabé pozitivni (20 %). CK 18 se¢ nachazel
v povrchové vrstvé (16 %). CK 6 byl pozitivni (kolem 10 %) spiSe v povrchovych
vrstvach, CK 16 byl detckovan v suprabazalni oblasti spojivkového epitelu. Burky

epitelu spojivky byly negativni pro CK 1, CK 2¢, CK 9, CK 10, CK 17 a CK 20, (Obr. 9).
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Tab. 10: Primérné hodnoty pfitomnosti jednotlivych cytokeratind (CK). v endotelu
kontrolnich rohovek (N - % pozitivnich bunék, I - intenzita signalu: 0 - negativita,

TNt

pritomnosti CK ve vzorku, max. - nejvy3si hodnota pritomnosti CK ve vzorku).

ENDOTEL ROHOVKY

CK 1 2¢ 1312 | 4 |56 7 8 9 10 [ 10/13 | 14 | 15 | 16 | 17 18 19

20

45/2 191

N/l / ) ) ) 00
00 | 00 | 00 00 |00 | 0/0 | (o000 [ 00| 00 |00 0000 |00 s

0-0

Endotel rohovky byl pro vsechny CK negativni, kromé CK 8 (45 %) a CK 18 (19
%), (Obr. 9).

Ve stromatu rohovky, limbu a spojivky jsme piitomnost CK neprokazali (Obr. 9).

Obr. 9: Vyskyt jednotlivych cytokeratini (CK), které byly pfitomny v epitelu rohovky,
limbu, spojivky a endotelu. Signal pro jednotlivé cytokeratiny je zeleny (FITC)
jadra jsou ¢&ervena (PI), vyjimkou CK 14, kde je signal ¢erveny (TRIC) a jadra
modra (DAPI), (métitko 10 um).
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6.2. DETEKCE CYTOKERATINU 7 NA POVRCHU ZDRAVE ROHOVKY A
SPOJIVKY A NA POVRCHU OKA PACIENTU S DLKB

Sledovali jsme na membranach Millicell piitomnost a procentualni zastoupeni CK
7 pomoci nepfimé fluorescenéni imunohistochemické analyzy na povrchu kontrolniho
epitelu spojivky v Tab. 11, (Obr. 10), kontrolnim cpitelu rohovky v Tab. 12, (Obr. 11) a
na epitelu rohovek pacientii v Tab. 13, (Obr. 12).

Tab. 11: Procentualni zastoupeni bunék s piitomnosti CK 7 na povrchu kontrolni homni
bulbarni spojivky (K - kontrolni vzorck, OP - oko levé, OL - oko leve, T -
temporalni kvadrant, N - nazalni kvadrant), (intenzita signalu: 0 - negativita, | -

slaba, 2 - stéedni, 3 - silnd, 4 - velmi silna).

vzorky CK7
% pozitivnich bunék / intenzita signalu
K1 OP/T 100/2
K1 OL/T 92/2
K1 OP/N 95/2
K2 OP 93/1
K3 OP/T 80/1
K4 OP 95/2
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Obr. 10: Pfitomnost CK 7 v buiikach na povrchu kontrolni horni bulbarni spojivky.

Signal pro CK 7 je zeleny (FITC), jadra jsou ¢ervena (PI). (zvétSeni 400x).

LIEY

Epitel kontrolni spojivky exprimuje CK 7 pramérné v 93 % bunék. Signal je slaby
az sttedni, (Obr. 10).

Tab. 12: Procentualni zastoupeni bunék s pfitomnosti CK 7 na povrchu kontrolniho
epitelu rohovky, (K — kontrolni vzorek, OP - oko levé, OL - oko levé, intenzita

signalu: 0 - negativita, | - slaba, 2 - stfedni, 3 - silna, 4 - velmi silna.

vzorky CK?7
% pozitivaich bunék/ intenzita signalu
stied a periferie rohovky,
pericentralni limbus

oblast rohovky

K1 OP 0/0 10072
K1 OL 1 0/0 0/0
K1 OL 2 2/1 95/2
K2 OL 0/0 0/0
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Obr. 11: Pritomnost CK 7 na povrchu kontrolniho epitelu rohovky. Signal pro CK 7 je

zeleny (FITC), jadra jsou ¢ervena (PI), (zvétseni 400x).

stied rohovky periferie rohovky / limbus

V kontrolnich vzorcich rohovek byl CK 7 v centralni a pericentralni oblasti
rohovky primérné v 0,5 % bunék, na periferii rohovky a v limbalni oblasti byl CK 7

pozitivni v 49 % bunék,(Obr. 11).

Tab. 13: Procentualni zastoupeni bunék s pfitomnosti CK 7 na povrchu epitelu rohovky
pacientl (P1 — PS), (P — vzorek od pacienta, OP — oko pravé, OL — oko levé,

intenzita signalu: 0 - negativita, 1 - slaba, 2 - stfedni, 3 - silna, 4 - velmi silna).

vzorky CK7
% pozitivnich bunék/ intenzita signalu
P1 OL 100/2
P2 OL 80/2
P3 OP 40/1
P4 OP 100/1
P5 OP 75/2
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Obr. 12: Pritomnost CK 7 v buiikach na povrchu rohovky od pacientd: bunky epitelu
spojivky pieristajici epitel rohovky, P2 — a), P1 — b). Signal pro CK 7 je zeleny
(FITC), jadra jsou &ervena (PI), (zvétseni 400x).

a) b)

Na vzorcich povrchu epitelu rohovek od pacientii s DLKB se CK 7 vyskytoval
piiblizné v 79 % bunék. Detekovali jsme prertustani spojivkového epitelu pres epitel
rohovky, bunky spojivky migruji do oblasti rohovky v provazcich ¢i sit’ vytvatejicich

utvarech, (Obr. 12a), ¢asto plné nahrazuji epitel rohovky, (Obr. 12b).
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7. DISKUZE
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Cilem této studic bylo provedeni detailni lokalizace cytokeratini CK 1, CK 2e,
CK 3/12,CK 4, CK 5/6, CK 6, CK 7, CK 8, CK 9, CK 10, CK 10/13,CK 14, CK 15, CK
16, CK 17, CK 18, CK 19 a CK 20 v jednotlivych vrstvach rohovky. limbu a spojivky.
Posledni souhrnna studie o CK v o¢ni tkani (Kivela a Uusitalo, 1998) zahrnuje pouze
CK: 3,4,5 6,7, 8,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19. Vzhledem k dostupnosti
specifickych protilatck v poslednich nékolika Ictech i odlisnosti v metodach bylo ticba
ziskané informace ovéfit a aktualizovat.

V experimentech, ve kterych jsme detekovali  pfitomnost  jednotlivych
cytokeratini v kontrolnich vzorcich rohovky, limbu a spojivky pomoci nepfimé
fluorescenéni imunohistochemie, jsme ovéfili pFitomnost pro rohovku typického CK
3/12, (Moll et al. 1992, Chen et al. 1994). Dalc jsme ve viech vrstvach rohovky zjistili
pfitomnost CK 4, CK 5/6, CK 8, CK 10/13, CK 14, CK 16, CK 18, CK19. CK 4 a CK
5/6 jsou vyznamnou slozkou vrstevnatého squamédzniho epitelu, potvrdili jsme jejich
vyskyt ve viech vrstvach epitelu rohovky, (Pitz ct al. 2002), zatimco Kasper ct al. 1988
popisuje pouze ojedinély vyskyt CK 4 v rohovcee, (Kivela et al. 1998). CK 5 byl popsan
v bazalni vrstvé epitelu rohovky, (Chen et al. 1994, Kivela et al. 1998) a CK 6 ncbyl
v epitelu rohovky prokazan, (Lauweryns et al. 1993). V naSich experimentech se CK 6
nachazel ojedinéle v povrchové a suprabazalni vrstvé. CK 5 jsme detckovali ve viech
vrstvach rohovky asi s 80 % vyskytem. CK 14 jsme detekovali ve viech vrstvach cpitelu
rohovky pfedevdim v bazalni vrstvé. CK 14 je zodpovédny za mitotickou aktivitu
proliferativnich bazéalnich bunék vrstevnatého epitelu a vyskytuje se prevazné v bazdlnich
vrstvach vrstevnatého cpitelu, (Yoshida et al. 2006). CK 10/13 jsme detekovali hlavn¢
v povrchovych vrstvach, coZ odpovida popsanému vyskytu CK 13, (Pitz et al. 2002,
Lauweryns et al. 1993). CK 10 by se v normalnim epitelu rohovky nemél vyskytovat,
(Elder ct al. 1997, Lauweryns ct al. 1993). Piesto jsme detekovali CK 10 jako minoritni
komponentu epitelu rohovky. Dale jsme detekovali CK 16 ve viech vrstvach cpitelu
rohovky s dominantnim vyskytem v povrchové a suprabazalni vrstvé, narozdil od jinych
studii, kde je povaZovan za minoritni komponentu, (Kasper et al, 1992, Elder et al. 1997).
Diale jsme prokazali vyskyt CK 8 a CK 18 v epitelu rohovky, jejichz vyzkumy maji
odlidné vysledky v zavislosti na pouzité metodé, i kdyz jejich pfitomnost v lidské rohovce

byla prokazana, (Kasper et al. 1992). Také jsme potvrdili vyskyt CK 15 jako minoritni
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slozky cytoskeletu rohovkového epitelu, (Pitz et al. 2002), novéjsi studic popisuji uplnou
absenci CK 15 v rohovkovém ecpitelu, (Yoshida, 2006). V nadich experimentech jsme
detekovali CK 19, v dfive provedenych studiich v8ak CK 19 v epitelu rohovky detekovan
nebyl, (Elder et al. 1997, Donisi et al. 2003), dal3i studie ukazuji, ze CK 19 je negativni
pouze v centru rohovky a v periferii je pozitivni ve viech vrstvach, (Lauweryns ct al.
1993, Kivela et al. 1998, Yoshida et al, 2006). My jsme detckovali CK 19 ve viech
vrstvich epitelu rohovky, jeho vyskyt se smérem do centra rohovky sniZuje, v centralni
¢asti rohovky pfitomen nebyl. Jednoznaéna informace o pfitomnosti ¢i nepritomnosti CK
19 na povrchu rohovky je nezbytna pro diagnostiku DLKB. Epitel rohovky byl ve viech
vrstvach negativni pro CK 1, CK 2e, CK 7, CK 9, CK 17 a CK 20. U CK 7 byl popsin
mozny minoritni vyskyt v bazalnich buiikach v centru rohovky, (Kasper et al. 1992). Jako
mozna minoritni komponenta cytoskeletu rohovky byl popsdn 1 CK 17, (Kasper ct al.
1992, Elder ct al. 1997).

V limbu jsme detckovali CK 3/12, CK 5/6, CK 8, CK 10/13, CK 14, CK 15, CK
18 a CK 19 ve viech vrstvach epitelu. Potvrdili jsme ptitomnost CK 3/12, ktery je
charakteristicky pro epitel rohovky, CK 3/12 jsme detekovali predeviim v povrchove a
suprabazalni vrstvé. Novéjdi studie popisuje vyskyt CK 12 v bazalni vrstvé cpitelu,
(Yoshida, 2006). Dale jsme potvrdili vyskyt CK 19 a CK 4. CK 19 byl popsan v bazalni a
suprabazalni vrstvé a CK 4 byl popsan v povrchovych wvrstvach epitelu limbu,
(Lauweryns et al. 1993). My jsme CK 19 lokalizovali v celém epitelu limbu a CK 4 jsme
detekovali v povrchovych vrstvach. Dale jsme zjistili pfitomnost CK 6, CK 7 a CK 10
jako minoritni komponenty povrchovych vrstev, na rozdil od jinych studii, kde jsou
uvadény pro epitel limbu negativni, (Lauweryns et al. 1993). CK 8 a CK 18 jsou uvadény
v epitelu limbu jako negativni, (Lauweryns et al. 1993). My jsme detckovali tyto CK ve
v§ech vrstvach epitelu limbu. Detekovali jsme CK 10/13 hlavné v povrchovych burikach
epitelu limbu, coz odpovida vyskytu CK 13 v povrchovych vrstvach limbu, (Lauweryns
et al. 1993). CK 19 jsme detckovali ve viech vrstvach epitelu limbu, na rozdil od studie,
ktera jej detekuje jen v bazalni a suprabazalni vrstvé, (Yoshida, 2006).

Prokazali jsme vyskyt CK 15 v bazalni a suprabazalni vrstvé v oblasti limbu, kde
s¢ nachazeji limbalni kmenov¢ burniky pro epitel rohovky. To, nas vede k livaze, Ze by

mohl byt CK 15 pokladan za specificky marker limbalnich kmenovych bunék. Soubézné
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s naSim pozorovanim popsal CK 15 v oblasti limbu Yoshida ct al. (2006). CK 1, CK 2¢,
CK 9 a CK 20 byly ncgativni ve vicech vrstvach cpitelu limbu.

Ve viech vrstvach spojivkového epitelu jsme prokdzali expresi CK 3/12. CK 4,
CK 5/6, CK 7, CK &, CK 10/13, CK 14, CK 15, CK 18 a CK 19. Potvrdili jsme tak
dominantné se vyskytujici CK 4, CK 5, CK 13, CK 14, CK 15 a CK 19 v cpitclu
spojivky, dale jsme potvrdili ojedinély vyskyt CK 6 a 16, (Kasper et al. 1992, Kurpakus
et al. 1994). Piitomnost CK 3/12 v epitelu spojivky je kontroverzni, Elder ct al. 1997
popsali vyskyt CK 3 v bazalnim epitelu spojivky, Chen et al. 1994 ncbyl schopen
detckovat CK 12 ve spojivee a dal§i Wei et al. 1993 popisuji ptitomnost obou CK jen ve
velmi malém mnozstvi, (Pitz ct al. 2002). My jsme zjistili vyskyt CK 3/12 v povrchové a
suprabazalni vrstvé (30 %), v bazalni pouze 8 % pozitivitu bun¢k epitelu spojivky. CK 4
a CK 13 se vyskytuji pfevazné v superficidlni vrstvé, (Kivela et al. 1998), my jsme tyto
CK navic detekovali v suprabazalni vrstvé, minoritné i v bazalni vrstvé¢. U CK 5, CK 14 a
CK 15, které jsou typické pro bazalni vrstvu spojivky, jsme navic zjistili vyskyt CK 14 a
CK 15 i v suprabazalni a povrchové vrstvé, (Yen et al. 1992). Pfi detekel CK 5/6, jsme
zjistili jeho vyskyt ve viech vrstvach spojivky s dominantnim zastoupenim v povrchové
vrstvé, pfitemZ nami detekovany CK 6 byl pfitomen v povrchovych vrstvach, ale jen
minoritngé. Pfitomnost CK 17 v epitelu spojivky jsme neprokazali, 1 kdyZ je popisovidn
Jjako moZna minoritni komponenta epitelu spojivky, (Kaper et al. 1992, Kurpakus ct al.
1997). Potvrdili jsme minoritni vyskyt CK 18, (Kaper ct al. 1992). Vyskyt CK 19 byl
popsan ve vSech vrstvach rohovky, (Kivela ct al. 1998, Elder ct al. 1997, Donisi et al.
2003). Stejnou lokalizaci jsme popsali 1 v naich experimentech. CK 1, CK 2 a CK 10
Jjsou typickym rohovatéjicim epitelem a v epitelu spojivky nebyly prokazany, (Krenzer et
al. 1997), ani my jsme jejich pfitomnost v epitelu spojivky také neprokazali. V epitelu
spojivky jsme neprokazali CK 2¢, CK 9, CK 16, CK 17 a CK 20.

CK 7 je charakteristicky pro zlazovy epitel, (Ramaekers et al. 1987), v epitelu
spojivky je jeho exprese charakteristicka pro poharkové buiiky, (Krenzer et al. 1997). My
Jsme zjistili pfitomnost CK 7 1 ve vSech vrstvach epitelu spojivky s dominantnim
vyskytem v povrchové vrstve.

V endotelu jsme detekovali pfitomnost CK 8 a CK 18. Vysledky studii o jejich

vyskytu v endotelu rohovky jsou dosud spornd. Zatimco néktefi autofi pfitomnost téchto
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CK vendotelu potvrdili (Jirsova ct al. 2006, Kasper ct al. 1992), jinym sc jejich
pritomnost v endotelu zdravé rohovky nepodafilo prokazat, (Kramer ct al. 1992, Levy ct
al. 1995).

Znalost vyskytu CK v téchto tkanich ncjen pfispiva k rozsifeni znalosti stavu
v normalni tkdni, ale nasledné umoziuje i srovnani odchylek, ke kterym dochazi za
patologickych stavii.

Nase vysledky ukazuji, z¢ nékteré CK jsou pritomny v burikich na povrchu
rohovky (CK 16) a zaroven se nevyskytuji na spojivee. Na druhé stran¢ jsou CK 7 a CK
15, které jsou prkitomny v bufikich na povrchu spojivky, ale na povrchu rohovky
lokalizovany nebyly. Tyto rozdily v povrchu rohovky a spojivky by se mohly vyuzit v
diagnosticc DLKB. Laboratorni diagnostika DLKB dosud vychazela z prace zaloZenc na
rozdilném vyskytu CK 3 specifického pro epitel rohovky a CK 19 typického pro epitel
spojivky, (Donisi et al. 2003, Elder et al. 1997).

Ném sc jako nadéjné pro moznou diagnostiku DLKB jevily CK 7 a CK 16. Pro
lepsi rozlieni jednotlivych epiteld je vhodngjsi CK 7, ktery je pozitivni na spojivee a
necgativni na rohovce; lze totiZz lépe rozeznat pieristani pozitivnich bunék spojivky pres
negativni epitel rohovky. Pouziti CK 16, ktery je negativni v epitelu spojivky a pozitivni
v epitelu rohovky je tieba také zvazit.

Vzhledem k pomérné malému poétu vzorkl ziskanych od pacientti s DLKB jsme
zacali s ovéfovanim CK 7 jako mozného specifick¢ho markru pferiistani spojivkového
epitelu pies rohovkovy béhem deficience limbalnich kmenovych bunék.

V pribéhu experimentu detckujiciho ptfitomnost CK 7 ve zdravé rohovee a
spojivce pomoci nepiimé fluorescenéni imunohistochemic na membranach Millicell jsme
pozorovali, Ze CK 7 je v epitelu zdravé rohovky ncgativni, zatimco v epitelu spojivky je
CK 7 pozitivni ptiblizné v 96 %. Na vzorcich od pacienti s DLKB byl CK 7 na povrchu
rohovky piitomen piiblizné v 80 %. Z uvedenych vysledki vyplyva, ze CK 7 by mohl byt
CK, jehoz detekce na povrchu rohovky by mohla zpfesnit diagnostiku DLKB.
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Cilem m¢é diplomové prace bylo charakterizovat vyskyt jednotlivych cytokeratind
v lidské rohovce, limbu a spojivce na kontrolnich vzorcich zdravych jedincit. Zjistili
Jsme, Ze v epitelu zdravé rohovky sc vyskytuje pro rohovku speciticky CK 3/12. Dile
jsme detckovali cytokeratiny charakteristické pro jednoduchy (CK 8, CK 18, CK 19), ale
1 vrstevnaty (CK 4, CK 5, CK 13, CK 14) epitel, i pro epitel s hyperproliteraCni kapacitou
(CK 16). V rohovce nebyly detekovany CK 2e, CK 7, CK 9, CK 17 a CK 20.

V epitelu limbu jsme detekovali CK 3/12 a zjistili jsme pozitivitu pro jednoduchy
(CK 8, CK 18, CK 19) i vrstevnaty (CK 4, CK 5, CK 13, CK 14, CK 15) cpitel. CK 1,
CK 2e, CK 9 a CK 20 byly v epitelu limbu negativni.

Ve spojivkovém epitclu jsme prokazali piitomnost CK 3/12 a expresi
charakteristickou pro jednoduchy (CK 7, CK 8, CK 18, CK 19), vrstevnaty (CK 4, CK 5,
CK 13, CK 14, CK 15) epitel. Ve spojivce jsme nedetekovali CK 1, CK 2¢, CK 9, CK 10,
CK 17 a CK 20.

Dilezitym vysledkem je zjisténi lokalizace jednotlivych cytokeratinli na povrchu
epitelu rohovky a spojivky. Na povrchu rohovky se vyskytuje CK 16, jenz sc nevyskytuje
na povrchu spojivky. Ve spojivce jsme lokalizovali CK 7, ktery neni pfitomny na
povrchu rohovky. Déle jsme charakterizovali CK 15 jako mozny marker limbalnich a
z nich diferencovanych bunék. Potvrdili jsme vyskyt CK 8 a 18 v endotelu zdravé
rohovky.

CK 7 byl uspéiné testovan jako mozny marker piertstani rohovkového epitelu

pfes epitel rohovky.
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