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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACAID

Ag

Ab

APC
APC (té2)
ARVO
Balbl/c
BSS
C57/BI6

CD

CGRP
DAPI

DC

EDTA
e-GFP
FACS
FITC
GAG

GFP

systémova imunodeviace po podani antigenu do pfedni komory oka
(anterior chamber associated immune deviation)

antigen

protilatka (antibody)

antigen prezentujici burika (antigen presenting cell)
Allophycocyanin

The Association for Research in Vision and Ophthalmology
inbredni kmen bilych laboratornich mysi

roztok pufru (BSS)

inbredni kmen ¢ernych laboratornich mysi

zkratka CD nasledovana ¢iselnym kédem urcuje bunééné membranoveé
receptory v ramci jednotné mezinarodni klasifikace (clusters of differentiation)
calcitonin-gene related peptide

4',6-diamidino-2-phenylindole (nukleotidové barvivo)

dendritické bunky (dendritic cells)

den

ethylene diamine tetra-acetic acid

enhanced green fluorescence protein

prutokova cytometrie (fluorescence-activated cell sorter)
fluorescein isothyocyanat

glykosaminoglykan

green fluorescence protein

hodina



HSC hemopoeticka zarode¢na buika (hemopoietic stem cell)

Ig Imunoglobulin

INF interferon

IL interleukin

MHC hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
MSH melanocyty stimulujici hormon

N pocet jedincti ve skuping

NK prirozeni zabijeci (natural killer cells)

O.CT optimal cutting temperature medium

p statistickd vyznamnost

PBS fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PE phytoerythrin

PFA paraformaldehyd

Pl propidium jodid (propidium iodide)

r-tPA rekombinantni aktivator tkanového plazminogenu
SD smerodatna odchylka (standard deviation)

Sca-1 stem cell antigen 1

Tc cytotoxické T lymfocyty

TF tkanovy faktor

TGF transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)
Th pomocné T lymfocyty

TNF tumor nekrotizujici faktor

TRITC tetramethyl rhodamine iso-thiocyanate (Rhodamin)
VIP vazoaktivni intestinalni peptid
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1 UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1 Historie transplantace rohovky

o feSeni tohoto problému sahaji hluboko do historie. Nejstarsi psané zminky o transplantaci
rohovky a kiize nalézame jiz v egyptskych textech datovanych do doby 2 000 let pted naSim
letopoctem. Hippocrates (460-375 p. n. 1.) popisuje ve svych pracich rohovkové jizvy a
ulcerace, ale az Galén (130-200 n. 1.) navrhuje koncept feSeni neprihlednosti rohovky. Jako
prvni popisuje tézZ moznost keratektomie a rohovkové tetovaze z kosmetickych divoda.

Erasmus Darwin — déd Charlese Darwina - piiSel roku 1760 snavrhem odstranit
neprihlednou rohovku bez jakékoliv nahrady. Piedpokladal moznost, Ze se rohovka sama
zhoji pruhlednou jizvou. S ndvrhem ndhrady postizené lidské rohovky rohovkou jiného
zvifeciho druhu pfiSel roku 1824 Franz Reisinger, ktery téZ zavedl dodnes pouZivany termin
,keratoplastika®. Ve 20. letech 19. stoleti slavny plasticky chirurg a zakladatel chirurgie
strabismu Johann Dieffenbach provedl mnohé pokusy o transplantaci rohovky na rtiznych
zvitecich druzich. Provadél vyménu celé rohovky, kterou piipeviioval ke spojivce ptijemce.
Znacné neuspechy v jeho praci na této problematice jej vedly v roce 1831 ke konstatovani, ze
keratoplastika je ,,pfili§ troufala fantazie* [1].

Prvni zaznam o uspéSné transplantaci provedl roku 1835 Samuel Bigger. Jako darcovsky
Stép k transplantaci rohovky mladéti gazely pouzil tehdy rohovku ze zemfielého zvitete
stejného druhu. Jednalo se o prvni alogenni transplantaci. Rohovkovy §té€p ztstal po operaci
ciry. Tento uspéch pifimél Kissama roku 1838 k vibec prvni transplantaci rohovky na
Cloveéku. Jako darce zvolil rohovku Sesti mési¢niho prasete. Volba xenograftu (darce a

piijemce jsou jedinci jiného Zivoc¢isného druhu) nebyla $tastnd a zpusobila rychlé odhojeni



$tépu [2]. Spatné vysledky nahrady rohovky vedly k tomu, Ze dalsi pokusy v této oblasti byly
provedeny az o vice nez pul stoleti pozdéji.

7. prosince 1905 prof. Eduard Zirm, pfednosta o¢niho oddéleni olomoucké nemocnice,
provedl historicky prvni Gspé$nou transplantaci rohovky u ¢lovéka [3]. Pacient Alois Glogar
oslepl na obé o¢i po poleptani louhem 15 mésict pred operaci. Jako déarcovskou rohovku
pouzil tehdy Prof. Zirm rohovku jedenéctiletého chlapce Karla Brauera. Tento chlapec oslepl
po penetrujicim poranéni v ¢ervenci roku 1905. Jelikoz hrozilo nebezpeci vzniku sympatické
oftalmie, rozhodl se Prof. Zirm enukleovat toto slepé a potenciondln¢ nebezpecné oko a
pouzit jeho rohovku jako Stépu k transplantaci rohovek Glogara. Transplantace byla
provedena v celkové anestezii, obé rohovky byly transplantovany v jedné dob&. Piestoze se
rohovkovy §tép v pravém oku odhojil a musel byt zahy odstranén, levy transplantat ztstal
¢iry. Prof. Zirm ve své praci pojmenoval nékolik hlavnich zasad nutnych k uspéchu
transplantace. Je to zejména striktni pouziti lidské tkdn¢ jako transplantatu (a to s vyhodou
tkané mladsich darct), ptisné dodrzovani pravidel antisepse a v neposledni fad¢ dukladna
anestezie. Pfes tento obrovsky tspéch prof. Zirm provedl pouze n€kolik dalSich transplantaci
rohovky a Zadnou dalsi praci zabyvajici se touto problematikou jiz nepublikoval.

Druhd polovina 20. stoleti zaznamenala obrovsky posun v transplantologii obecné,
transplantaci rohovky nevyjimaje. Prohloubeni znalosti anatomie a fyziologie rohovky,
imunologie transplantace, technické vylepSeni opera¢nich mikroskopti a instrumentaria vedlo
ktomu, Ze se tato operace stala standardnim chirurgickym vykonem v oftalmologii.
Vzhledem ke stale vétsim potiebam darcovskych rohovek vznikaji od poloviny 20. stoleti po
celém svéte o€ni tkdnové banky.

Rejekce transplantitu zGstdva stdle nejcastéjsi pri¢inou selhani rohovkové

transplantace, a proto je vyzkum na tomto poli nezbytny.
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1.2 Anatomie rohovky

Rohovka je za normalnich okolnosti transparentni elasticka avaskularni tkan. Ma sféricky
tvar a horizontalni a vertikdlni rozmér se mirné lisi (12,6 mm resp. 11,7 mm). Rohovka je téz
silngj$i v periferii (670 pm) nez v centru (520 um).

Rohovka se sklada z péti zakladnich vrstev: epitelu, Bowmanovy membrany, stromatu,

Descemetské membrany a endotelu (Obr.1).

Obr 1. Anatomie lidské rohovky
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Snimek fezu normalni lidské rohovky, barveni Hematoxilin-Eosin. Na fezu jsou patrné tii
bunécné vrstvy — epitel, stroma, endotel a dvé mezivrstvy — Bowmanova a Descemetska
membrana.

Epitel lidské rohovky je skvamodzni nekeratinizujici epitel, sklada se z 5-7 vrstev bun¢k a
tvoti ptiblizné 10% celkové tloustky rohovky. Vrstva cylindrickych bunék naseda na bazalni
membranu. Nad ni jsou dvé az tii vrstvy bunck polygondlnich a pfiblizné tfi vrstvy bunék

skvamoéznich. Tyto buiiky jsou postupné odlucovany a stavaji se ptimési slz. K Gplné vymeéné
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epitelu dochazi zhruba za 5-7 dni. Krom¢ popsanych elementl obsahuje rohovkovy epitel i
relativné velké mnozstvi imunokompetentnich bunék, které hraji dilezitou roli v mnoha
procesech (hojeni rany, rejekce transplantatu apod.). Dendritické Langerhansovy buiiky jsou
pfitomny v periferii rohovky a i za normélnich okolnosti exprimuji histokompatibilni antigeny
kodované hlavnim histokompatibilnim komplexem II. tfidy (MHC-Class I1) [4-6]. Tyto bunky
hraji dtlezitou roli v imunologické odpovédi oka na rohovkovy transplantat, zejména ve fazi
prezentace antigenu builkdm imunitniho systému piijemce. Nedavné prace popisuji téz
populaci leukocytd nachazejicich se v centralni ¢asti rohovkového epitelu [7-9]. Tyto bunky
jsou za normalnich okolnosti MHC-Class II negativni.

Bazalni membrana epitelu plynule ptechdzi v Bowmanovu membranu. Tato membrana
je 8-12 um tlusta, je acelularni, sloZzena z nahodné usporadanych kolagennich vlaken typu I,
I11, V a VI [10]. Tato membrana je soucasti pfedniho stromatu rohovky.

Stroma pfedstavuje u cClovéka piiblizn€é 90% tloustky rohovky. Sklada se
zZ extracelularni matrix a rozmanité populace bun¢k. Hlavni soucasti extracelularni matrix jsou
vlakna kolagenu (zejména typu I, ale 1 typu III, V, VI) velmi pravidelného uspotadani. Toto
usporadani hraje dilezitou roli pii uchovani prithlednosti rohovky. Mezi vlakny kolagenu jsou
mustky z glykosaminoglykant (GAG) a proteoglykani. Hlavnimi GAG jsou v lidské rohovce
keratan sulfat a chondroitin sulfat [10]. Rohovkové stroma za normalnich okolnosti
neobsahuje ani krevni ani lymfatické cévy.

Hlavnim zéastupcem bunécné populace rohovkového stromatu jsou keratocyty. Jsou to
velmi ploché buinky hvézdicovitého tvaru, které spolu komunikuji mnozstvim vybézkl a
mezibunéénymi komplexy. Dlouhou dobu se pfedpokladalo, ze rohovkové stroma a zejména
jeho centralni Cast neobsahuje Zadné buniky imunitniho systému [6]. Az prace z nékolika
poslednich let dokazaly pfitomnost makrofagi [11-13] a mozna téz dendritickych bunék

v rohovkovém stromatu [7-9, 14, 15].
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Descemetska membrana je tenkda homogenni membrana mezi zadnim stromatem a
endotelem. Je 8-12 um tlusta a je modifikovanou bazalni membranou endotelu. Descemetska
membrana je volng pfipojena k rohovkovému stromatu.

Rohovkovy endotel je tvofen jednou vrstvou hexagonalnich bun¢k o velikosti
Vvpriméru 20 pm. Buiky obsahuji cetné cytoplazmatické organely a jejich hlavni
fyziologickou funkci je regulace mnozstvi vody ve stromatu, coz uzce souvisi
S transparentnosti rohovky. Tyto bunky maji velmi malou regenerac¢ni schopnost. Pfi narozeni
se jejich po&et pohybuje okolo 3000-4000 bundk/mm?, bdhem Zivota tento podet klesa a ve
stafi se pohybuje okolo 2000 bundk/mm?. Za kritickou hodnotu pro udrZeni transparence

rohovky se povazuje 800 bungk/mm? [16].

1.3 Imunologické privilegium oka

Termin imunologické privilegium lze pouzit v ptipadé, ze plna imunodestruktivni
odpovéd je né&jakym zplsobem modifikovana. Tento termin poprvé pouzil Sir Peter
Medawar. Zjistil, ze alogenni transplantaty piezivaji v pfedni komote podstatné déle nez je
tomu u transplantatd v jinych ¢astech téla [17, 18]. Tento tkaz vysvétloval jako jistou
»~imunologickou ignoranci“ — organismus o transplantitu ,nevi“. Popsal nepfitomnost
lymfatické drendze, kterd brani antigenu opustit oko a téz pevnou hematookulérni bariéru,
ktera brani efektorovym bunikam v ptistupu k antigenu.

Dalsi studie Streileina, Kaplana a Niederkorna potvrdily a rozpracovaly teorii
privilegovanosti predni komory o¢ni. Ukdzaly, ze alogenni tumory transplantované pod kiizi
jsou rychle odhojeny a zniceny, zatimco stejné tumory vlozené do ptedni komory proliferuji a
dokonce maji moznost metastazovani [19, 20]. Vyzkum poslednich let dale rozvinul a mirné
pozménil pohled na tuto problematiku. Bylo zjisténo, Ze se nejednd pouze o ignoranci

antigenu, ale o aktivni regulaci imunitni odpovédi na antigeny v privilegovanych mistech
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[21-24]. V lidském téle nalezneme tato mista v oku (v pfedni komote, ve sklivci a v
subretinalnim prostoru), mozku, d€loze, ovariich, varlatech a v kiife nadledvin. Znamky
imunitni privilegovanosti vykazuji téz nékteré tumory [25, 26]. Na tomto aktivnim procesu se
podili nejenom ziskana — adaptivni imunita, ale i imunita vrozenda, nespecificka. Evolucni
smysl imunitni privilegovanosti oka spociva pravdépodobné v nutnosti zachovani funkéni
zrakové osy. Jakykoli druh nitroocniho zdnétu ohrozuje jedince ztratou zraku, a proto je

potlaceni zanétlivé odpovédi pro organismus vyhodné [26].

1.4 Imunologické privilegium rohovky a rohovkového transplantatu

Transplantace rohovky je nejstarsi a jednou z nejaspésnéjsich transplantaci tkani. Piestoze
se pred operaci neprovadi imunologickd typizace a po operaci se standardné¢ nepodava
celkova imunosuprese, je velka ¢ast nerizikovych transplantatii akceptovana. Tato uspésnost
byla vzdy pfisuzovana imunologickému privilegiu této tkané. Vzhledem k tomu, Ze 1 ptedni
komora je povazovana za imunologicky privilegované misto, jednd se o privilegovanou tkan
transplantovanou na privilegované misto [22].

Dilezitou ulohu vtomto systtmu ma vyhodné anatomické uspotfaddani - tésna
hematookularni bariéra, neptitomnost lymfatickych cév a nepfitomnost profesiondlnich
antigen prezentujicich bunék (APC). V nedavné dobé vSak nékolik vyzkumnych center
popsalo piitomnost APC v rohovkovém stromatu [7-9, 12, 14]. Tato problematika je
V soucasné dob¢ centrem znacné pozornosti mnoha laboratoii celého svéta.

Dalsim aspektem, ktery se podili na privilegovanosti oka a rohovky jsou bezesporu
faktory rozpusténé v pfedni komote. Jednd se o latky s prokdzanymi imunosupresivnimi
ucinky, jako naptiklad transformujici ristovy faktor-p (TGF-B). Jeho izoforma TGF-B2 je
pritomna v pfednékomorové vodé a ve sklivei. DalSimi faktory s imunomodulaéni schopnosti,

které jsou piitomny v piedni komote, jsou neuropeptidy jako naptiklad a-melanocyty
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stimulujici hormon (a-MSH), vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), kalcitonin gene-related
paptide (CGRP), volny endogenni kortisol [5, 27].

Ttetim dulezitym aspektem imunitniho privilegia rohovky a piedni komory je neustala
exprese membranové molekuly Fas ligand (FasL, CD95 ligand). Tato molekula je diilezita pro
spusténi programované bunécné smrti (apoptoézy) a hraje hlavni roli v ochran¢ oka pted
bunécnou imunitou. Predpoklada se, ze T lymfocyty (nesouci na svém povrchu molekulu Fas)
po vstupu do oka reaguji s Fas-ligandou a jsou eliminovany apoptézou [28, 29].

V sedmdesatych letech Streilein, Niederkorn a Kaplan popsali stereotypni vzorec
imunitni odpovédi organismu na antigen podany do pfedni komory a tento fenomén nazvali
Anterior Chamber Associated Immune Deviation (ACAID). Po podani antigenu do ptfedni
komory se pfijemce stavd tolerantnim k tomuto antigenu. Dochdzi k potlaceni bunécné
imunitni odpovédi (reakce precitlivosti pozdniho typu ¢i rejekce transplantatu). Humoralni

mechanismy jsou pii tom zachovany (v téle cirkuluji specifické protilatky) [5, 23, 30].

1.5 Organové transplantace a rejekce alotransplantati

Ugelem transplantace je nahrada nefunkéniho organu piijemce funkénim orgdnem darce.
Transplantace mezi geneticky rozdilnymi individui se nazyva alotransplantace, transplantéat
pak alograft. Hlavnim problémem transplantace je imunitni odpovéd pfijemce na darcovkou
tkan — rejekce. Z faktort, které ji ovliviiuji, jsou nejdalezité;jsi:

Geneticky rozdil mezi darcem a piijemcem, a to hlavné v genech kddujicich hlavni
histokompatibilni komplex (MHC), dale pak druh transplantované tkané€ (nejsilngjsi reakce
vznikaji proti vaskularizovanym tkdnim obsahujicim mnozstvi buné€k prezentujicich antigen),
aktivita imunitniho systému piijemce (imunodeficientni piijemce vyviji mensi odhojovaci

reakci) a v neposledni fad¢ stav transplantovaného organu. Imunitni odpovéd’ na aloantigen je

15



jak bunécnd, tak humoralni. Hlavni Glohu v procesu rejekce organu vSak hraji T lymfocyty

[31].

1.5.1 Prezentace a rozpoznani aloantigenu

Molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) jsou zodpovédné za silné
rejekéni reakce. Procesu prezentace antigenu se ucastni mnoho druhti bunék, hlavnimi jsou
vSak profesiondlni antigen prezentujici bunky, napf. dendritické bunky (DC). Existuji dvé
zékladni cesty, jak jsou cizi MHC molekuly prezentovany T lymfocytiim piijemce.

Prvni se nazyva piimé a druhd nepiima cesta prezentace antigenu. Pfima cesta spociva
vtom, ze je cizi MHC molekula prezentovana piijemci na povrchu darcovské antigen
prezentujici buniky (APC). Jde o intaktni molekulu, kterd neprosla zpracovanim. Vznika tak
piima reakce mezi receptorem T lymfocytu (T cell receptor TCR) a molekulou MHC na
povrchu cizi (alogenni) antigenprezentujici bunky.

Neptima cesta spociva ve zpracovani darcovské molekuly MHC ptijemcovskou APC.
APC pak prezentuje peptidy vychazejici z darcovské MHC molekuly za pomoci vlastnich
MHC molekul, zejména 1. tfidy (Class I). Takto zpracované aloantigeny jsou rozpoznany

CD4+ T lymfocyty [31, 32].

1.5.2 Mechanismy rejekce alotransplantatu

Na rejekcei alograftu se podileji jak CD4+ a CD8+ T-lymfocyty, tak antigen specifické
protilatky. Experimentaln¢ bylo zjiSténo, ze tyto ti1 efektorové systémy jsou i samostatné
schopné rejekce. Historicky se rejekéni reakce déli podle ¢asu na hyperakutni, akutni a
chronickou.

Hyperakutni rejekce je charakterizovana krvacenim, trombozami cév a dochdzi k ni

minuty az hodiny po transplantaci. Jde o reakci protilatkového typu. V téle piijemce jiz pied
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transplantaci koluji protilatky, které mohou byt ptirozené (IgM proti riznym sacharidovym
antigeniim), nebo vznikly v disledku piedchozich imunizaci. Tyto protilatky se vazi na
endotel transplantatu, aktivuji komplement, ktery rychle orgdn poskozuje. Na endotelu
dochazi i k aktivaci koagulacnich faktorti a desticek, to ma za nasledek vznik trombi a
akumulaci neutrofilnich granulocytl, které svymi produkty reakci amplifikuji. Jednim
z prikladd této reakce je transplantace organu jiné krevni skupiny nez kterou ma piijemce.
Tato reakce je téz hlavnim limitujicim faktorem xenotransplantaci [31, 32].

Akutni rejekce je klasickym buinikami zprostfedkovanym imunologickym dé&jem.
Vzniké zpravidla prvni tydny po transplantaci a ucastni se ji T lymfocyty, makrofagy i antigen
specifické protilatky. Casovy odstup od transplantace predstavuje dobu, béhem niz dochazi
k proliferaci a diferenciaci T lymfocyti a k produkci novych protilatek. T lymfocyty hraji
centralni ulohu v procesu akutni rejekce. Aktivovany T lymfocyt zplsobuje ptimou lyzu
bun¢k transplantatu, dale produkuje celou fadu cytokint, které ptitahuji zanétlivé bunky a
zpusobuji nekrézu tkané. Procesu akutni rejekce se ucastni jak CD4+ tak CD8+ T lymfocyty
[31, 32].

Chronickd rejekce vznikd n€kolik mésici po transplantaci a je charakterizovana
intersticialni fibré6zou a postupnou ztratou funkce transplantované¢ho organu. V soucasné
dob¢, kdy je akutni rejekce potlatena imunosupresi, pfedstavuje chronickéd rejekce hlavni
pfi¢inu selhdni transplantaci. Jeji mechanismus neni dopodrobna znadm, ale vedle
imunologickych procesil se ji ucastni 1 procesy neimunologické, naptiklad ischémie tkané.

Nekdy se chronicka rejekce nazyva téz ,,urychlena ateroskleroza transplantatu [31, 32].

1.6 Mechanismy rejekce rohovky

Proces rejekce rohovky se vyrazné lisi od vySe popsanych dé&u. Duvodem jsou

anatomické a imunitni odliSnosti rohovky a oka. Pfestoze je rohovka imunologicky
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privilegovana tkan, mnoho transplantatii je stdle rejekovano. Rejekce je hlavni pfi¢inou
selhdni této operace. P¢t let preziva pouze zhruba 70% rohovkovych transplantatl, coz je
mén¢ nez u nékterych transplantovanych organt [33]. U transplantace ledviny je to napiiklad
75% [34]. Je velmi pravdépodobné, Ze 50% vsech rohovkovych transplantati projde béhem
své existence alespon jednou rejekéni epizodou. Tato Cisla jsou souhrnna a neodlisuji skupiny
tzv. vysoce a nizce rizikovych pfijemct.

V huménni medicin¢ nejcastéji probihd chronickd rejekce rohovky a podle mista
imunitni reakce se d¢li na epitelidlni, subepitelidlni, stromdlni a endotelidlni. Epitelidlni
vznikéd obvykle v prvnich Sesti tydnech po transplantaci a je pro ni typickd rejekéni linie
postupujici od periferie do centra. Darcovsky epitel je nahrazovan epitelem piijemce.
Subepiteliani rejekce vznikd vétSinou cca. 12 mésicli po transplantaci a je méné Castd nez
epitelidlni. Projevuje se pritomnosti drobnych bélavych infiltrath uloZenych v Grovni
Bowmanské membrany. Stromalni rejekce jako izolovany fenomén je velmi vzacna. Byva
vétSinou spojena s rejekei endotelidlni ¢i epitelidlni. Je to zdvazny stav, pii kterém dochézi
k destrukci stromatu. V klinické praxi se nejéastéji setkavame s projevy endotelialni rejekce.
Rozeznavame dvé formy, fokalné progresivni a difuzni. Pro fokalné progresivni endotelialni
rejekcei je typicka linie precipitatti, nazyvana téz rejekéni ¢i Khodadoustova linie. Difuzni
forma je charakterizovana velmi drobnymi precipitaty roztrouSsenymi na endotelu rohovky,
striktné pouze v darcovské casti. Pokud neni endotelidlni rejekce potlacena, dochézi
k postupné destrukci bunék endotelu a stim souvisejici deregulaci rohovkové hydratace.
Vysledkem je edém stromatu, ztrata transparence a ireverzibilni poskozeni terce.

Do procesu rejekce jsou zapojeny téméi vSechny slozky imunitniho systému. Roli

hraje jak humorélni, tak buné¢na imunita.
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1.6.1 Humordlni imunita

Protilatky proti antigenim darcovské rohovky jsou v séru piijemce detekovatelné, ale
pouze poté, co doslo k rejekci transplantatu [35]. Pasivni pienos specifickych protilatek nema
schopnost vyvolat rejekci a k rejekci mize dojit i bez ptitomnosti specifickych protilatek.
Geneticky modifikovanad zvifata, kterda nemaji B lymfocyty ¢i komplement, rejekuji
transplantat stejnym zptisobem jako zvifata normalni. Protilatky jsou tedy spiSe produktem

nez pri¢inou rejekce [36].

1.6.2 Bunécna imunita

Na rejekci rohovkového transplantitu se podileji dva zakladni efektorové
mechanismy. Prvnim je piimé cytotoxické puisobeni Tc (cytotyoxické, cytotoxic) lymfocytd,
které jsou CD8+ a druhou je reakce zprostiedkovana Th (pomocné, helper) lymfocyty
exprimujicimi CD4 markr. Th lymfocyty reaguji na podnét produkci humoralnich pasobkd,
cytokint, jejichz funkci je ovlivnéna proliferace a diferenciace Tc bunék, ale téz makrofagl a
B lymfocytl. Cytokiny téZ pfitahuji a aktivuji makrofagy a polymorfonukleary, ¢imz dochazi
k propojeni piirozené a adaptivni imunity. Th buniky délime dle produkce cytokini do tii
skupin. Th1 produkuji Interferon-y (IFN-y), Interleukin 2 (IL-2) a Tumor Necrosis Factor f3
(TNF-B), Th2 produkuji IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 a dale pomahaji zahajit produkci
imunoglobulint IgG1, IgA a IgE lymfocyty B. Jako Th3 se oznacuji lymfocyty produkujici
transformujici rustovy faktor — B (TGF-B) [31]. Nedavné prace popisuji téz piimy
alodestruktivni u¢inek CD4+ buné€k na déarcovskou tkan. Neni vSak pfesné¢ znadmo, jakym
zpusobem CD4+ buriky piimo ni¢i transplantat [37].

Rozséhly vyzkum na tomto poli dokdzal, Ze rejekce rohovkového transplantatu je
zprosttedkovédna zejména CD4+ Thl bunkami. PouZiti monoklonalnich protilatek proti CD4

molekule vede k signifikantnimu poklesu rohovkové rejekce [38]. Role CD8+ bunék neni
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dodnes zcela objasnéna. Blokovani CD8 molekuly monoklondlni protilaitkou nevede
k vyraznému oddaleni rejekce a ani pouziti CD8 Knock-out mysi neukazalo rozdil oproti
kontrolni skuping [39]. CD8+ T lymfocyty hraji pravdépodobné roli pifi pozdnich rejekcich

nékterych transplantata.

1.6.3 Aferentni a eferentni cast rejekce rohovkového transplantatu

Aferentni cast rejekce rohovkového transplantatu predstavuje proces rozpoznani
darcovského antigenu piijemcem. S tim souvisi nejprve zpracovani aloantigenu antigen
prezentujicimi bunikami a jeho UspéSna prezentace naivnim T lymfocytim. Tento proces lze
rozdelit do vice kroktli. Nejprve dochazi k aktivaci APC a jejich migraci do transplantatt, dale
zpracovani antigenu, prezentace antigenu spolu s vlastni MHC molekulou naivnim T
lymfocytim ve spadové uzlin€. Toto vede k aktivaci a proliferaci pfislusnych T lymfocytt.
Pies nékteré nedavno publikované tdaje [7, 9, 14, 40] se pravdépodobné vzdy jedna o
nepfimou cestu rozpoznani antigenu. Pfima cesta rozpoznani antigenu se uplatiuje snad
pouze ve vysoce rizikovych transplantaci, kdy je pfijemcovska rohovka vaskularizovana [40].

Eferentni Cast rejekce spociva v napadnuti a destrukci transplantované tkdn¢ zejména
makrofagy. Makrofagy jsou nejpocetnéjsi bunécnou populaci vyskytujici se v rohovkovém
transplantatu [11]. Jejich deplece vyrazné prodluzuje ptezivani §té€pu. Stimulace makrofagh T
lymfocyty vede k jeSté¢ efektivnéjsi fagocytycké a degradacni funkci. Nejsiln€jSim
aktivatorem makrofagii je TNF-y, ktery je produkovan zejména Thl typem T lymfocytl.
Takto stimulované makrofagy produkuji mnoZstvi cytokind, jako naptiklad tumor necrosis
factor a (TNF-a), IL-1, ristové faktory a v neposledni fad¢ téz oxid dusnaty (NO). NO je
velmi reaktivni molekula s kratkym biologickym polocasem. Ma schopnost usmrtit bakterie,
viry a jiné mikroorganismy a zpusobuje téz silné tkanové poskozeni, zejména pomoci svych

reaktivnich produktd, kterymi jsou napiiklad peroxynitrit, NOy, N,O3z [41].
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1.7 Bunééné subpopulace normalni rohovky a exprese specifickych markru

1.7.1 Leukocyty

Langerhansovy bunky ptedstavuji populaci profesionalnich antigen presentujicich bunék.
Nachazeji se v kizi a v perifernich ¢astech rohovkového epitelu. Za normalnich okolnosti
nejsou V centralnich castech rohovky piitomny. K centripetalni migraci je piiméje
vyznamnéjsi trauma, jakym transplantace rohovky bezesporu je. V takovém piipadé¢ ma
Langerghasova burika pravdépodobné schopnost zpracovat aloantigen a zah4jit aloprezentaci.
Zakladnimi rozliSovacimi markry téchto bun¢k jsou MHC-Classll, CD45, CD11c.

Jak jiz bylo v pfedchazejicich odstavcich opakované zminéno, nedavné studie nékolika
laboratofi popsaly ptfitomnost vétsiho mnozstvi leukocytli jak v rohovkovém epitelu, tak ve
stromatu. Hamrah a Dana popisuji existenci CD14+CDI11c+MHC Class IlI- leukocytt v
piednim stromatu rohovky, které maji schopnost exprimovat MHC Class II poté, co doputuji
Z transplantatu do spadové uzliny. Zde maji tyto bunky, jakozto profesionalni APC
(dendritické bunky) pfimou cestou prezentovat antigen [7, 9]. Brissette-Storcus a Hendricks
popisuji ptitomnost CD45+, MHC Classll+ bun€k v centralnich ¢astech rohovky. Na rozdil
od teorie pifedchozi skupiny nepfedpokladaji schopnost téchto bunék vycestovat
z rohovkového transplantatu. Zcela podporuji pouze nepfimou cestu rozpoznani
alotransplantatu po transplantaci rohovky. Dale nepozoruji expresi markru CD11c, jakoZto
markru dendritickych bunék (profesionalnich APC). Jimi nalezené CD45+, MHC Class I+
bunky povazuji za rezidentni tkanové makrofagy a ne za buiky dendritické [12]. Tento
zasadni rozpor nékolika renomovanych pracovist nas vedl k dikladnému prozkoumani

bunécénych subpopulaci a rezidentnich makrofadgii v normalni rohovce.
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1.7.2 Zarodecné bunky

Zarodec¢né bunky rohovky ptredstavuji v poslednich letech jeden z ptfednich zajmut
vyzkumu. Tato problematika se zkouma zejména v souvislosti S regeneraci epitelu pomoci
tzv. limbalnich zarode¢nych bunck. Limbalni zarode¢né bunky se povazuji za populaci bun¢k
S vyraznou schopnosti sebeobnovy a se zna¢nou proliferativni aktivitou [42]. Pfestoze neni
pochyb o jejich existenci, jesté nebyl nalezen idedlni a specificky markr téchto bun¢k [43].
K jejich identifikaci pouzivame panel markri a molekularnich znacek, jakymi jsou napiiklad
p63, ABCG2 integrin alfa9 beta 1, receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR), CD71 a
dalsi. Je dale znamo, ze limbdalni zarodecné buiiky neexprimuji markry hemopoetickych
zarode¢nych bungk, jako CD34 a CD133 [44].

Ptitomnost zarode¢nych bunc¢k a schopnost sebeobnovy rohovkového stromatu a
endotelu jsou podstatné méné prozkoumany. Zarodecné buiky stromalni ¢i endotelové nebyly
doposud popsany.

V poslednich letech bylo vytvofeno nékolik teorii o tom, jakym zptisobem dochazi
k regeneraci poSkozenych tkani v organismu. Vyzkum byl provadén zejména na srdecnim
svalu, mozku a jatrech. Prvni teorie pfedpoklada ptitomnost specifick¢ zarodecné buiky
Vv kazdé tkéani jedince. Novéjsi vyzkum vSak pocita s ucasti hemopoetickych zarodecnych
buné¢k pii regeneraci a reparaci poSkozené tkan€é. Druha teorie ptredpokladd schopnost
hemopoetické zarodecné builkky doputovat do poSkozeného mista a transdiferenciovat se do
plné vyvinuté specifické tkanové bunky. Treti teorie pfedpoklada jeji fuzi s tkanovou bunkou
s naslednou schopnosti dalsiho déleni [45, 46]. Hemopoetické zarode¢né bunky jsou
charakterizovany skupinou jednoznaénych markri. Mezi zakladni patii CD34, CD133 a Stem
cell antigen 1 (Sca-1, Ly-6A/E) [47]. Markr CD34 se nachazi téz na vaskluarnim endotelu.

Dalsi skupina praci né€kolika z poslednich let popsala ptfitomnost markru CD34 na

keratocytech [48, 49]. Tato pozorovani byla provedena pouze za pouziti jednoduchého
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histochemického barveni. Zadné CD34+ buiiky nebyly nalezeny v rohovkovém epitelu &i
endotelu [49]. Dle téchto praci dochazi po kultivaci keratocytt k poklesu exprese CD34
markru [50]. CD34+ bunky byly popsany téZ u rohovek s Moorenovym viedem [51].
Identifikace riznych populaci leukocytii v rohovkovém stromatu [7, 9, 12] nas vedla
k zamysleni nad tim, zda markr CD34 nemuze byt exprimovan skute¢nymi hemopoetickymi
buitkami pfitomnymi v rohovkovém stromatu, a ne kertocyty. Cilem dalsi ¢asti této prace je

tudiz dukladné pfezkoumani exprese tohoto markru v rohovce.

1.8 Pristupova cesta bunék imunitniho systému k jednotlivym vrstvam transplantatu
Rejekce rohovky je komplexni dé&j, ptesto si jednotlivé vrstvy — epitel, stroma a endotel —

zachovavaji jista specifika.

1.8.1 Epitel

V experimentu bylo zjiSténo, Ze je rohovkovy epitel béhem 14 dni nahrazen epitelem
prijemcovskym. Otazkou stale ziistava, zda se v pravém slova smyslu jedna o rejekei, ¢i jde o
pouhé prehojeni darcovské rohovky. Dalsi rozpaky panuji nad tim, do jaké miry se tohoto

procesu ucastni adaptivni imunita [52].

1.8.2 Stroma
Bunky imunitniho systému infiltruji rohovkové stroma cestou limbalnich a
perikornealnich cév [53, 54]. Uvazuje se o tom, Ze touto cestou muze byt fizena i rejekce

epitelidlni a endotelidlni. Tomu vSak neodpovida odlisna kinetika téchto dé&jt.
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1.8.3 Endotel

Rohovkovy endotel je vrstva bun¢k bez schopnosti regenerace, a proto je
nejzranitelnéj$i ¢asti rohovky v procesu rejekce [52]. Kvantitativni analyza pfeziti
rohovkového endotelu prokazala, ze k tomu, aby rohovka zustala ¢ird, je zapotfebi minimalné
47% intaktniho endotelu [55].

Ptestoze endotel hraje klicovou ulohu v pfeziti transplantatu, neexistuji prace, které by
dikladné zkoumaly pfistupové cesty aloreaktivnich bun¢k k rohovkovému endotelu. Nabizeji
se dvé moznosti, odkud aloreaktivni buniky pochazeji: prvni moznosti je prestup bunék
Z limbalnich cév pies stroma a Descemetskou membranu. Druhd predpoklada ptimy pfistup
aloreaktivnich bunék pies predni komoru [56, 57].

Cilem nasi prace bylo zjistit, zda skutecné dochazi k pfimému atakovani endotelu ptes
pfedni komoru imunitnimi bufikami uveéalniho traktu.

Vzhledem Kk tomu, Ze valna vétSina bunék potiebuje k pohybu oporu ve formé matrix,
predpokladali jsme, ze touto matrix miize byt fibrinova sitka vypliujici pfedni komoru po
transplantaci. Toto tvrzeni podporuji téZ klinické prace, popisuyjici pfinos podani
rekombinantniho aktivatoru tkanového plasminogenu (r-tPA) do pfedni komory po
transplantaci rohovky [58]. Rozhodli jsme se stanovit dynamiku tvorby a vstiebavani

fibrinové sitky po transplantaci rohovky na mySim modelu.

24



Kapitola 2:

CIiLE DIZERTACNI PRACE
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2 CILE DIZERTACNI PRACE
Cilem prvni ¢asti této dizertace bylo dikladné prozkoumat a popsat bunééné
subpopulace jednotlivych vrstev normdlni mysi rohovky a dale zjistit expresi specifickych
markra témito buitkami. K tomu nas vedl fakt, ze mnohé nedavno publikované prace, casto z
velmi renomovanych pracovist, se zcela zasadné liSily v této problematice. Dale jsme téz
zjiStovali pfitomnost riznych druhti mezibunéénych komplexti v normalni rohovce. Nase
hlavni otazky znély:
l. Jakou charakteristiku maji rezidentni a z kostni diené pochdzejici builkky ve vsech
vrstvach normalni rohovky?
. Jaky je vzajemny vztah mezi jednotlivymi subpopulacemi bunék normalni rohovky?
[1l.  Obsahuje centralni ¢ast rohovky profesionalni antigen prezentujici bunky — zejména
dendritické¢ CD11c+ bunky?
IV.  Existuje moZnost prezentace antigenu po transplantaci rohovky pfimou cestou?
V. Je markr CD34 exprimovan na keratocytech ¢i je skuteénym markrem
hemopoetickych zarodecnych bun¢k pfitomnych v rohovkovém stromatu?

VI.  Jaka je exprese Ocludinu, ZO-1 a Claudinu v jednotlivych vrstvach rohovky?

V druhé cast jsme chtéli popsat, kvantifikovat a statisticky analyzovat tvorbu a
postupné rozpousténi fibrinové sitky v piredni komote po ortotopické transplantaci rohovky.
Zajimalo nds, zda v tomto procesu existuje rozdil u syngennich a alogennich transplantatii.
Cilem bylo téZ sledovat ptivod a funkci bun€k imunitniho systému infiltrujicich tuto
fibrinovou sit’ku.

VII.  Existuje statisticky signifikantni rozdil v dynamice tvorby a ve vstfebavani fibrinové
sitky v predni komoie mezi syngenni a alogenni skupinou transplantat?

VIII. Existuji rozdily v bunécné infiltraci fibrinové sitky v téchto skupinach?
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Experimentalni zvirata

3.1.1. Laboratorni mysi

Zvitata, pouzivana k experimentim, byla ziskana z Medical Research Facility univerzity
v Aberdeenu a z Institute for Biomedical Research univerzity ve Vidni a bylo s nimi
zachazeno dle ARVO ustanoveni pro pouzivani laboratornich zvifat v oftalmologickém

vyzkumu z roku 1986 a v souladu se zakony Velké Britanie.

3.1.1.1. Divoky typ

6-10 tydnt staré samice inbredni linie BALB/c a C57/BI6.

3.1.1.2 Geneticky modifikovana zvirata

6-10 tydni staré samice e-GFP (enhanced-Green Fluorescein Protein) linie (na pozadi
C57/BI16). Prakticky kazda buiika téla téchto mysi produkuje zeleny fluorescencni protein a je
tedy po ozafeni pfislusnou vinovou délkou snadno identifikovana i bez jakéhokoliv dal$iho
barveni (jednoduse feceno je zelend). V naSem experimentu ndm tyto mysi slouzily jako
pfijemce transplantati. Mohli jsme tak snadno identifikovat infiltraci rohovkového Stépu

buiikkami pfijemce.

3.1.2. Laboratorni potkani — priprava chimér
Ptijemci (Lews rat) byli ozéafeni 1,000 rad. a poté jim byla transplantovana cizi kostni
dren. Jako transplantat slouZila kostni dfeni z geneticky modifikovanych laboratornich potkanti

exprimujicich Green Fluorescein Protein (GFP). Zvitata pouzitd v naSem experimentu byla
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2-12 mésicu po transplantaci kostni dien€. U takto pfipravenych zvitat je zcela zfejmé, ktera
butka ma ptivod v kostni dfeni a kterd ne. Bunky z kostni dfen¢ pochazejici po ozafeni
ptislusnou vinovou délkou zelené sviti. V naSem experimentu ndm tato skute¢nost umoznila
identifikovat v rohovce bunky pochazejici z kostni diené. (Tento experiment byl proveden ve

spolupraci s Dr. Monikou Bradl z videnské univerzity.)

3.2 Transplantace rohovky na mySim modelu

Pouzili jsme jiz dfive popsanou metodiku [59], kterou jsme mirné¢ modifikovali.
Darcovsky rohovkovy §tép o priméru 2 mm byl vystifizen z usmrceného zvitrete a umistén do
nadoby obsahujici chladny solny roztok. Pfijemce byl nasledn¢€ uveden do celkové anestezie
intramuskularni injekei anestetik (kombinace Ketaminu a Xylazinu). Zornice byla rozsifena
mydriatiky (1% Tropikamid a 2,5% Phenylephrin). Centralni ¢ast piijemcovské rohovky byla
oznacena trepanem o pruméru 1,5mm. Rohovka byla penetrovana drobnou jehlou a ptedni
komora zachovéna aplikaci viskoelastického materidlu (Provisc®). Poté byla centralni ¢ast
rohovky vystfiZena. Na misto transplantace byl umistén darcovsky ter¢ a ptichycen jednim
kontinualnim stehem. Bylo pouzito nevsttebatelného polyamidového vlakna sily 11/0 Ethilon
a jehly priméru 50 pm firmy Ethicon. Po transplantaci byla rohovka kryta antibiotickou
masti. Steh jsme neodstranovali.

Jako pfijemci transplantatd slouzily samice e-GFP transgennich mysi. Pro skupinu
alogennich transplantaci jsme jako darce pouzivali samice BALB/c myS$i a pro skupinu
syngennich transplantaci samice C57/Bl6 (vzhledem k tomu, ze piijemce se mirn¢ odliSuje
od darce pravé produkci zelen¢ho fluorescen¢niho proteinu, bylo by mozna Iépe tento druh
transplantace nazyvat isogenni. V naSi praci vSak pro zjednoduSeni pouzivame termin

syngenni).
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3.3 Priprava tkani

3.3.1. Priprava rohovek ke konfokalni mikroskopii — v plné tloustce tkané (Whole-Mount)
Experimentalni zvife bylo usmrceno a rohovka byla ihned fixovdna in situ 4%

paraformaldehydem (4% PFA) po dobu 20-30 minut. Poté byla rohovka vystfizena pii limbu

pod operacnim mikroskopem a dale fixovana dalsi 2 hodiny v 4% PFA. Rohovka byla poté

rehydratovéana ve fosfatovém pufru (PBS) a pfipravena k imunohistochemickému barveni.

3.3.2. Priprava tkanovych rezii

Experimentalni zvife bylo usmrceno a rohovka byla ihned fixovdna in situ 4%
paraformaldehydem (4% PFA) po dobu 20-30 minut. Poté byl cely bulbus vyjmut a dale
fixovan ve 4% PFA dalsi 1 hodinu. Nasledné byl bulbus vlozen do O.C.T (optimal cutting
temperature) media a zmrazen. Na kryostatu byly poté vytvoieny fezy o tloustce 8 um. Po

vyschnuti byly fezy piipraveny k imunohistochemickému barveni.

3.3.3. Priprava cytospinii

Rohovky z 10 zvitat (20 rohovek) byly vystfizeny a inkubovany piti 37°C v roztoku
PBS obsahujicim 20 mM EDTA po dobu 30 minut. Poté byly epitel a endotel odstranény a
stroma inkubovdno v Dubecco’s modified Eagle’s mediu po dobu 3 dnl. Z bun¢k, které
opustily rohovkové stroma, byly vytvofeny cytospiny. Po tficetiminutové fixaci v Acetonu

byly ptipraveny k dal§imu barveni.

3.3.4 Priprava bunécné suspenze pro priitokovou analyzu

Rohovky z 35 experimentalnich zvitat (70 rohovek) byly vystfizeny pod operaénim

mikroskopem a rozkrajeny na drobné kousky. Dale byly inkubovany v roztoku 0,2%
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Kolagenazy A (1 hod., 37°C, pti 70 otackach za minutu). Reakce byla zastavena pfidanim
2-merkaptoethanolu. Materidl byl dale pfefiltrovan ptes 70 mikronové sito a filtrat
centrifugovan pii 4°C a 1200 otac¢kach/min po dobu 10 minut. Takto vytvofena suspenze

buné¢k byla pfipravena k analyze pratokovym cytometrem (FACS).

3.4 Protilatky
K imunohistochemickému barveni a k prutokové cytometrii byly pouzity nasledujici

protilatky:

3.4.1 Primarni protilatky

Purifikované rat anti-mouse CD34 (RAM34) (BD Pharmingen), hamster anti mouse
CD11c (HL3) (BD Pharmingen), rat anti-mouse CD45 (30-F11) (BD Pharmingen), rat anti-
mouse F4/80 (Cl:Al1-3) (Serotec), mouse anti rat CD45 (MRC OX-1) (Serotec), mouse anti
rat MHC Class Il (MRC OX-6) (Serotec), rat anti mouse ZO-1, rabbit anti-claudin and rabbit
anti-occludin (Zymed Laboratories, South San Francisco, CA, USA), rat anti-mouse
fibrinogen (Serotec) .

Biotinylované rat anti-mouse CD11b (M1/70) (BD Pharmingen), mouse anti-mouse
IA® (AF6-120.1) (BD Pharmingen).

Piimo konjugované rat anti-mouse CD34 FITC (MEC 14.7) (Serotec), rat anti-mouse
LYy6A/E (Sca-1) FITC (D7) (BD Pharmingen), rat anti-mouse CD45 PE, CD45 FITC (30-F11)
(BD Pharmingen), rat anti-mouse CD11b Per CPCy5.5, 11b PE (M 1/70) (BD Pharmingen),
hamster anti-mouse CD11c FITC (HL3) (BD Pharmingen), mouse anti mouse IA® PE (AF6-
120.1) (BD Pharmingen), rat anti-mouse Ly6G and Ly6C (GR-1) APC (RB6-8C5) (BD

Pharmingen), rat anti-mouse CD45R/B220 PE (RA3-6B2) (BD Pharmingen).
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3.4.2 Sekundarni protilatky
Biotinylované goat anti-hamster 1gG (G70-204, G94-56) (BD Pharmingen), rabbit

anti-rat, porcine anti-rabbit a rabbit anti-mouse imunoglobuliny (DakoCytomation).

3.4.3 Streptavidin
Streptavidin jsme pouzivali konjugovany s Rhodaminen (TRITC), FITC a APC

(Jackson Immunoresearch Laboratories).

3.4.4 Aktin
K znézornéni fibrilarniho a globularniho aktinu jsme pouzili phallotoxin BODIPY®

650/665, BODIPY® 558/568 a DNase I Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Inc.).

3.4.5 Bunécna jadra
K vizualizaci bunétnych jader jsme pouzili montovaci media VECTASHIELD®
obsahujici PI (Cerven¢) a DAPI (modré) barvivo, nebo jsme provedli pfimé barveni jaderného

chromatinu YO-YO 1 (zelené).

3.5 Imunohistochemické barveni

3.5.1 Whole-Mount rohovky

Rohovky byly nejprve ptfes noc inkubovany pii 4°C s primarni protilatkou. VSechny
protilatky, streptavidin a phallotoxiny byly zfedény v roztoku PBS obsahujicim 3% bovine
serum albumin, 0,25% Zzelatiny, SmM EDTA a 0,025% detergentu Nonodet-P40 (PBS-

BEGN) [12]. Po dikladném oplachu (5x5 minut v PBS) byly rohovky inkubovany dle typu
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primarni protilatky bud’ 1 hodinu pti pokojové teploté s konjugovanym Streptavidinem, nebo
2 hodiny se sekundarni protilatkou pti pokojové teploté a nasledné po oplachu 1 hodinu
s konjugovanym Streptavidinem. Pro kombinované barveni s aktinem byl do roztoku primarni
protilatky ptidan iphallotoxin. Na konec po velmi dikladném oplachu byly rohovky
zamontovany do media VECTASHIELD® ¢i do VECTASHIELD-PE® na podlozni sklicko.
Ke zplosténi rohovky byly provedeny 4 radidlni néfezy a tkan byla ptekryta krycim sklickem.

Negativni kontroly byly isotypové shodné.

3.5.2 Tkanové rezy

Rezy byly piipraveny (viz. 3.3.2) a po rehydrataci v PBS inkubovany s primarni
protilatkou po dobu 1 hodiny, oplachnuty 3x5 minut v PBS a inkubovany se sekundarni
protilatkou (1 hod.) ¢i s konjugovanym Streptavidinem (30 min). Pfi inkubaci
S biotinylovanou sekundarni protiladtkou nésledoval oplach a kone¢nd inkubace se
Streptavidinem (30 min.). Po oplachnuti byly fezy montovany do VECTASHIELD®, ¢i do
VECTASHIELD-PE®. Vsechny kroky byly provedeny pii pokojové teploté, negativni

kontroly byly isotypové shodné.

3.5.3 Cytospiny
Postup barveni cytospinl je identicky s barvenim tkanovych tezt (3.5.2), pouze jako

montovaci medium jsme pouZzili kromé¢ VECTASHIELD® té¢Z VECTASHIELD-DAPI®.

3.6 Priitokova cytometrie
Buné¢éna suspenze ze 70 normalnich rohovek byla pfipravena jak uvedeno v odstavci

3.3.4. K barveni suspense jsme pouzili pfimo konjugované monoklondlni primarni protilatky
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a isotypové kontroly. Bunécna suspense byla inkubovana s protilatkami po dobu 30 minut pfi

4°C, poté proprana ve FACS pufru a analyzovana. Negativni kontroly byly isotypové shodné.

3.7 Konfokalni mikroskopie
Rohovky plné sily (Whole-Mount), rohovkové fezy i cytospiny byly analyzovany pomoci
laserového konfokalniho mikroskopu (LSM Meta Zeiss). K ziskani jednotlivych obrazki bylo

pouzito suchych (10x, 20x) objektivi a téz imersniho objektivu o zvétseni 40x.

3.8 Analyza ziskanych dat

Pti stanovovani poc¢tu bun¢k v jednotlivych regionech rohovky (4.1) jsme provedli fezy
celou tloustkou rohovky a pomoci LSM softwaru firmy Zeiss jsme vytvofili jediny sumarni
obraz. Poté bylo mozno bunky pomoci téhoz softwaru spocitat. Rohovku jsme rozdélili do tii
regiont — centralni, paracentralni a periferni. V kazdém experimentu byly pouzity nejméné 4
rohovky, kazdy experiment byl proveden alespoii 2x.

Pfi stanovovani mnozstvi fibrinu (4.2) pokryvajici zadni plochu rohovky jsme nejprve
transplantovanou rohovku rozdélili do tfi oblasti. Prvni byla darcovska c¢ast, druhou byla
oblast sutury a tfeti piijemcovské ¢ast rohovky. V jednotlivych regionech jsme pak stanovili
oblasti obarvené protilatkou proti fibrinu a tuto oblast kvantifikovali pomoci LSM softwaru.
Vysledna hodnota ptedstavuje procenta celkové plochy dané oblasti rohovky. V kazdé

hodnocené skupiné byly pouzity nejméné 4 transplantované rohovky.

3.9 Statisticka analyza

K porovnani mnozstvi fibrinu pokryvajici zadni plochu rohovek (4.2.) u syngennich a

alogennich transplantaci jsme pouzili Mann-Whitney U test (GraphPad software).
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Kapitola 4:

VYSLEDKY
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4 VYSLEDKY

4.1 Bunécné subpopulace normalni rohovky
Normalni mysi rohovka mé velmi podobné slozeni jako rohovka lidska. Sklada se ze
tii bunécnych vrstev (epitel, stroma, endotel) a dvou mezivrstev (Bowmanska a Descemetska

membrana). Tloustka mysi rohovky je ptiblizné 100 um (obr 2).

Obr. 2 Anatomické poméry a distribuce aktinu v normalni my$i rohovce

Povrchova vrstva epitelu ——

20 pm
e o 3
Sk Surabazini vrstvg..
4 \) ‘ . 4 4
Bazalni vistva

Stroma

-Er;dotel 5

Rez normalni mysi rohovkou (fez tloustky 8 pm) po obarveni fibrilarniho aktinu. Na
snimku jsou jasné patrné jednotlivé vrstvy rohovkového epitelu, rohovkové stroma i
jednovrstevny rohovkovy endotel.
4.1.1 Epitel
Rohovkovy epitel vytvari bariéru proti vn&jsimu svétu, a to jak pro latky rozpustné a
mikrocastice, tak i pro jednotlivé bunky. Na rozdil od lidské rohovky ptedstavuje epitel mysi
rohovky az 1/3 plné tloustky (srovnej obr. 2 a obr. 1). Podobné jako kize tvoii mechanickou
a imunologickou bariéru. K tomu napoméhaji spojovaci bunééné komplexy, jakymi jsou

napiiklad mezibunééna pevna spojeni (Tight junctions — Occludin, Claudin, adhezivni
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molekula JAM-1 apod.) a s membranou asociované proteiny (membrane-associated proteins —

Z0-1, ZO-2, Z0O-3) [60, 61]. Epitel rohovky obsahuje téz populaci leukocyti.

4.1.1.1 Distribuce aktinu v epitelu

Fibrilarni aktin (F-aktin) je pfitomen prakticky v kazdé bunce téla. Ma schopnost
pfemény na globuldrni formu (G-aktin), zejména v buitkach aktivné se pohybujicich.
Obarveny fibrilarni aktin ve tkéni piehledné znazorni anatomické pomeéry a mezibunécné
vztahy. Je téZ velmi vhodny k ptesné lokalizaci bun¢k obarvenych specifickou monoklonalni
protilatkou.

Bazalni vrstva epitelovych bunék je tvofena jednou vrstvou velmi kompaktnich,
polygonalnich bun¢k (obr. 3a). V této vrstvé dochazi k neustalému bunéénému déleni a tim
k obnové vSech vrstev epitelu (obr. 4a, b). Suprabazalni vrstva epitelu je tvofena 4-5 vrstvami
bunék, nékdy téZ nazyvanymi wing cells (obr. 3b). Vyzkum poslednich let poukézal na to, Ze
prave tato ¢ast epitelu muze byt nejdilezitéjsi v obrané proti vné&jSimu svétu [62]. Povrchovou
vrstvu epitelu tvofi 1-2 vrstvy skvamozniho epitelu (obr. 3c). Buiky této vrstvy jsou

postupné odlupovéany a nahrazovany buiikami suprabazalnimi.

4.1.1.2 Distribuce ZO-1, Occludinu a Claudinu-1 v jednotlivych vrstvach epitelu rohovky
Z0-1 pozitivni barveni nachazime zejména v povrchovych vrstvach epitelu, ojedinéle
téz v bazalni vrstvé a na endotelu (obr. 5a). Distribuce ZO-1 je homogenni po celém obvodu

bunééného téla (obr. 5b) a je v uzkém kontaktu s vlakny aktinu (obr. 5¢).
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Obr. 3 En face pohled na jednotlivé vrstvy normélniho rohovkového epitelu

Pouziti konfokalni mikroskopie po obarveni fibrilarniho aktinu. (a) Bazélni vrstva epitelu
tvofena jednou vrstvou velmi kompaktnich bunék polygonalniho tvaru. (b) Vrstva bunck
suprabazélnich tzv. wing cells. (¢) Povrchova skvamoézni vrstva epitelu obsahuje buiiky velmi
ploché, mnohouhelnikovitého tvaru s tendenci se prekryvat.

Obr. 4 Délici se buniky bazdlni vrstvy epitelu

Pohled na bazalni vrstvu epitelu po obarveni fibrilarniho aktinu (Cervena) a jaderného
chromatinu (zelend). (a) Na pfehledném snimku lze zachytit nékolik bazélnich bunck
V rizném stadiu déleni (Sipky), (b) detail.
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Obr. 5 Distribuce Z0O-1 v norméalni my$i rohovce

(a) Na 8 um fezu je patrna piitomnost bunééného spojovaciho komplexu ZO-1 v povrchovych
vrstvach epitelu a téz na endotelu rohovky (zelend), bunécné jadra jsou obarvena propidium
iodide - PI (Cervena). (b) Konfokalni mikroskopie znazorfiujici distribuci komplexu ZO-1
podél bunécnych hranic povrchovych vrstev skvamézniho epitelu (zelend), jadra obarvena PI
(¢ervend). (c) Kombinace barveni ZO-1 (zelend) a fibrilarniho aktinu (Cervend) zachycujici
velmi intimni kontakt mezi témito strukturami v epitelu.

Obarveni rohovkového fezu prokazalo ptitomnost Occludinu ve vSech vrstvach
rohovkového epitelu a téZ na endotelu (obr. 6a). Podobné jako ZO-1 byl ptitomen po obvodé
bune¢k (obr. 6b).

Distribuce Claudinu-1 je podobna distribuci Occludinu. Jeho pfitomnost je vsak
podstatné vyrazn€j$i V suprabazédlnich vrstvach epitelu a téz v povrchovych vrstvach.
Claudin-1 se nevyskytuje na endotelu (obr. 7a) a v povrchovych vrstvach epitelu nevytvari

souvislou linii po obvodu bunék. U nekterych bunék se nachazi téz v cytoplazmé (obr. 7b).
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Obr. 6 Distribuce Occludinu v normdalni my$i rohovce

(a) Na 8 um fezu je patrna ptritomnost Occludinu ve vSech vrstvach rohovkového epitelu a téz
na endotelu (zelend). Bunécnd jadra jsou zvyraznéna PI (Cervend). (b) V povrchovych
vrstvach epitelu vytvaii Occludin podobné jako ZO-1 souvislou linii kolem bunéénych tél
(zelend). Bunécna jadra jsou zvyraznéna PI (Cervend).

Obr. 7 Distribuce Claudinu-1 v normdalni my$i rohovce

(a) Na 8 um fezu je Claudinu-1 pfitomen ve vSech vrstvach rohovkového epitelu, Zadnou
pozitivitu nevykazuje ani stroma ani endotel (zelend). Bunécna jadra jsou zvyraznéna PI
(¢ervend). (b) V povrchovych vrstvach epitelu nevytvari souvislou linii po obvodu bun¢k a u
nekterych bunék se nachazi téz v cytoplazme.
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4.1.1.3 Leukocyty v epitelu rohovky

CD45+ leukocyty v mysi rohovce byly opakované popsany [7, 12]. Pomoci konfokalni
mikroskopie jsme méli moznost blize prozkoumat a kvantifikovat leukocyty ptitomné
v rohovkovém epitelu. Nejprve jsme pouzili protilatku proti béznému leukocytarnimu markru
CD45. Pocty CD45+ bunék v jednotlivych regionech rohovky se vyrazné nelisi. V periferni
Casti je to 124 + 42 bunék na mmz, V paracentralni ¢asti 131 + 24 bun¢k na mm? a v centrélni
&asti 106 + 14 bundk na mm? (poéty znamenaji primérna hodnota + SD).

Leukocyty v rohovkovém epitelu se dle jejich vyskytu déli do dvou skupin. Prvni
(zhruba jedna polovina bunék) se vyskytuje v povrchovych vrstvach rohovky, tyto buiiky jsou
okrouhlé, ploché a drobné (obr. 8a). Pivod téchto bun¢k neni zcela jasny. Nelze vyloucit, ze
se jedna o leukocyty obsazené v slzach.

Druhou skupinu CD45+ bungk tvofii velké bunky s dlouhymi vyb&zky. Jejich bunééna
téla jsou situovana piimo v bazalni vrstvé epitelu a vybézky vstupuji jak do vysSich vrstev
epitelu, tak do rohovkového stromatu (obr. 8b). Tyto buiiky exprimuji téz CDI11b markr.
Jedna se o jiz dfive popsané rezidentni makrofagy rohovkového epitelu.

Ani v jednom piipadé jsme nenalezli CD45+ leukocyt v suprabasalni vrstvé epitelu.

.....

CD11b+ a MHC class II+. Jedna se o Langerhansovy bunky rohovkového epitelu (obr. 8c).
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Obr. 8 Leukocyty rohovkového epitelu

Kombinace barveni protilaitkou proti béznému leukocytarnimu markru CD45 (zelend) a
obarveni fibrilarniho aktinu (Cervend) oziejmila dvé nezavislé populace leukocytil
Vv rohovkovém epitelu. (a) Prvni skupinu tvofi drobné okrouhlé bunky v povrchovych
vrstvach. (b) Druhou skupinou jsou velké §tihlé buniky s mnozstvim vybézki. Jejich téla jsou
situovana v bazalni vrstvé epitelu. (c) V periferii rohovkového epitelu se vyskytuji relativné
velké bunky dendriformniho tvaru exprimujici markr MHC Class II — tzv. Langerhansovy
bunky.

4.1.2 Stroma
4.1.2.1 Charakteristika bunécnych subpopulaci stromatu

Rohovka a rohovkové stroma byly donedavna zkoumany vyhradné na histologickych
fezech. Na takovychto snimcich se keratocyty jevi jako velmi tenké buiiky vietenovitého
tvaru. Rohovkové stroma bylo téZ povazovano za velmi malo bunééné, skladajici se hlavné
z extrabunééné matrix — kolagenu. Po obarveni F-aktinu v rohovkovém stromatu a pfi pouziti
velké buiikky hvézdicovitého tvaru s mnozstvim vybeézka, které mezi sebou zivé komunikuji
(srovnej obr. 2 2 9).

Dale nas zajimal absolutni pocet stromalnich bun¢k (na mmz). Provedli jsme obarveni
bunéénych jader a pomoci softwaru konfokalniho mikroskopu jsme mohli idnetifikovat
kazdou bunku, nachazejici se v dané¢ oblasti. Dosli jsme k zavéru, ze 1 mm? celé tloustky

normalni mysi rohovky obsahuje 3 710 + 907 bun¢k.
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Obr. 9 Rohovkové stroma — Keratocyty

Kombinované barveni F-aktinu (Cervend) a bunécnych jader (zelend) jasné vykresluje
hvézdicovity tvar keratocytii a vzdjemnou mezibunénou komunikaci pomoci vybézka,
1 mm? celé tloustky normalni mysi rohovky obsahuje 3 710 + 907 bunék.

Chtéli jsme téZ zjistit, do jaké miry jsou stromalni buiiky heterogenni. Z ptedchozich
praci jsme veédé€li o pfitomnosti populace leukocytli ve stromatu. Data riznych laboratofi se
v§ak vyznamné 1isi [9, 12]. Zaujalo nas téZ tvrzeni, Ze je markr hemopoetickych zarodeénych
bun¢k CD34 exprimovan na normalnich keratocytech [48-50]. Provedli jsme jednoduché
barveni protilatkou proti CD34 a skute¢né jsme nalezli populaci CD34+ bunék (obr. 10a).
Byly pfitomny ve vSech ¢astech rohovkového stromatu, v periferii jich bylo 122 + 33/mm? a
v centru 88 + 13/mm?’. Tato &isla reprezentuji 2,4% - 3,3% z celé bun&éné populace. Zadné
CD34+ bunky jsme nenalezli v epitelu ¢i na endotelu rohovky. Stromélni CD34+ buniky byly
vétSinou okrouhlého tvaru s drobnymi vybézky (obr. 10b). Jejich velikost se pohybovala
okolo 20 pm, coz je signifikantné méné nez velikost cetnéjSich hvézdicovitych bunék (srovnej
obr. 10b a obr. 9).

Tento rozdil nas vedl k myslence, ze CD34+ buiiky v myS$im rohovkovém stromatu

nejsou keratocyty, ale zZe se mlze skutecné¢ jednat o subpopulaci CD45+ (z kostni diené
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pochazejicich) bunc¢k [8, 12, 14]. Provedli jsme proto nejprve sérii jednoduchych
imunohistochemickych barveni. Pouziti bézného leukocytarniho markru CD45 oziejmilo
celou populaci z kostni diené pochazejicich bun€k (obr. 10c). V periferii jsme nalezli 215 +
45/mm? a v centru 138 + 28/mm® bun&k, coZ piedstavuje 5,8% resp. 3,7% celkové bundéné
populace rohovkového stromatu.

Z morfologického hlediska obsahovala tato bunécna skupina dvé vyrazné odlisné
subpopulace. Prvni pfedstavovaly buiikky drobné, okrouhlé, velmi kompaktni, s drobnymi
vybézky velikosti cca. 20 um. (obr. 10d) Tyto burniky se nachazely jak centralné, tak v periferii
rohovky a téz v celé tloust’ce stromatu. Druhou subpopulaci reprezentovaly bunky podstatné
veétsi (az 80 um), s velmi dlouhymi vybézky (obr. 10e, 10f), nachazejici se zejména v periferii

rohovky a pouze v piednim stromatu.
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Obr. 10 Rohovkové stroma — buriky z kostni diené pochézejici

Konfokalni mikroskopie rohovkového stromatu. (a) Malé¢ zvétSeni zndzoriujici distribuci
CD34+ bunék. (b) CD34+ bunky jsou malé okrouhlé s drobnymi vybézky. (c) Piehledny
snimek znadzoriujici distribuci CD45+ bunék. (d) Prvni subpopulace CD45+ bunék podobné
charakteristiky jako (b) — malé okrouhlé buiiky s drobnymi vybézky. (e+f) Druha subpoulace
CD45+ bunék obsahujici velké dendriformni buiiky s mnozstvim vybézk.

Velmi podobné vysledky jsme ziskali pti pouziti protilatky proti CD11b — integrin
makrofagii, 173 + 19/mm? v periferii rohovky, 164 + 38/mm? v centru. Morfologicky se
jednalo opét o stejné dveé subpopulace bunc¢k. Abychom zjistili moZnou piitomnost
dendritickych bun€k ve stromatu, pouzili jsme protiladtku proti velmi specifickému markru
dendritickych buné€k CDI11c. Pouze né€kolik pozitivnich bun¢k se nachazelo v iplné periferii
rohovkového stromatu, zddné CD11c+ buniky jsme nepozorovali v centralnich ¢astech.

Abychom ziskali bliz8i charakteristiku rezidentnich bunc¢k rohovkového stromatu,
bylo zapotiebi provést dvoj a trojkombinace barveni diferenciacnimi madarkry leukocytt.

Simultanni barveni CD45 a CD11b potvrdilo, ze 100% CD45+ bunck exprimuje tézZ CD11b

markr. Jak jiz bylo zminéno vySe v textu, oba tyto markry byly exprimovany na dvou
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morfologicky odlisnych subpopulacich. Zjistili jsme, ze se odliSuji pravé v expresi MHC
Class II. Tento antigen je ptitomen na 40 = 10% vsech CD45+ bunck. Jedna se o ty velké
dendriformni bunky v periferii rohovky — jiz dfive popsané rezidentni stromalni makrofagy
(obr. 11a). Dvojité barveni CD34 a CD45 odhalilo, ze 100% CD34+ bunék exprimuje téz
CD45 markr a ptedstavuje 66 + 11% z CD45+ populace (obr. 11b). Jak vyplyva zjiz
popsanych dat, vSechny CD34+ buiiky jsou téz CD11b+ a zddnd CD34+ bunka neexprimuje
MHC Class II nebo CDIllc. Méné nez 10% CD34+ bunck koexprimuje dal$si markr
zarode¢nych bunck Sca-1. Z téchto dat vyplyva, ze je markr CD34 v rohovkovém stromatu
pritomen na skutecnych hemopoetickych zarodecnych buikach.

Vétsina dedritickych bunék silné exprimuje markr CD11c [63]. Nedavno vsak byla
popsana mald populace dendritickych buné¢k, které tento markr exprimuji slabé, ¢i viibec.
Nazyvaji se plasmocytoidni dendritické buiiky a je pro né typickd exprese B220 a
neutrofilniho markru Gr-1 [63]. Provedli jsme dvoj a trojkombinace imunohistochemickych
barveni pravé na CD45, B220 a Gr-1. V periferii rohovkového stromatu jsme nalezli velmi

malou populaci CD45+, B220+, Gr-1+ plasmocytoidnich dendritickych bunék (obr. 11c).

Obr. 11 Dvoj a trojkombinace imunohistochemického barveni populace CD45+
stromalnich bunék

(a) Dvojité barveni CD45 (zelend) a MHC Class II (Cervend). Na snimku jsou patrné velké
dendriformni buniky pozitivni na oba markry (zluta barva + Sipky). (b) Dvojité barveni CD34
(Cervené) a CDA45 (zelené). VSechny CD34+ buniky koexprimuji CD45 (Zluta barva + Sipky).
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(c) Trojité barveni CD45 (zelend), B220 (Cervené) a GR-1 (modra). Snimek zachycuje velkou
plasmocytoidni dendritickou buiiku exprimujici vSechny tfi markry (razovobild + Sipka) a
déle mensi buiiku pozitivni pouze na CD45 a B220 (zluta + hvézdicka)

4.1.2.2 Pritokova cytometrie

Abychom potvrdili vysledky imunohistochemickych barveni, rozhodli jsme se provést
pratokovou cytometrii. Vytvofili jsme bunéénou suspenzi ze 70 normalnich rohovek. Bunky
jsme obarvili protilatkami proti CD45, CD34 a CD11b. Abychom mohli analyzovat populaci
bunek pochazejicich z kostni diené, ohranicili jsme populaci CD45+ buné¢k. Ta tvofila zhruba
5% vSech bun€k piitomnych v suspenzi. Experiment jsme provedli dvakrat a v obou
ptipadech jsme ziskali velmi podobna data. 68,0% resp. 61,54% CD45+ bunck exprimovalo
jak CD34 tak CD11b, 22,09% resp. 21,4% bylo CD45+, CD11b+ a CD34-. Pouze malé
procento z CD45+ bun¢k neexprimovalo CD11b, ale exprimovalo CD34. Pouze velmi malé

mnozstvi bun€k exprimovalo pouze CD45 (obr. 12).

Obr. 12 Pritokova cytometrie stromalnich CD45+ bunék
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Diagram znazornuje populaci CD45+ bunék pfitomnych v rohovkovém stromatu. CD45+
bunky ptedstavuji ptiblizné 5% z celé bunééné populace izolované ze stromatu. 68% téchto
bunék koexprimuji jak CD34 tak CD11b markr. Skupina bun¢k CD11b+, CD34- piedstavuje
22, 09% vsech CD45+ bungk.
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4.1.2.3 Anatomicky vztah mezi bunécnymi subpopulacemi stromatu.

Rohovkové stroma obsahuje nékolik subpopulaci z kostni diené pochazejicich bungk,
které se 1iSi nejenom expresi jednotlivych diferenciacnich markri, ale téz polohou ve tkéni.
V dalsi Casti experimentu jsme tudiz chtéli popsat vzajemny vztah mezi buiikami CD45+ a
rezidentnimi CD45- keratocyty. Pouzili jsme ktomu kombinaci barveni F-aktinu a
jednotlivych leukocytarnich diferenciaénich markrt (CD45, CD34, CD11b, MHC Class II).
Keratocyty predstavuji vice nez 96% vSech stromalnich bun¢k, jsou to velké buiky
hvézdicovitého tvaru barvici se F-aktinem a jsou CD45-. Maji mnozstvi vybézki, které
spojuji jednotlivé buiiky. Drobné F-aktin+, CD34+ a CD45+ buiiky (hemopoetické zarode¢né
buniky) se nachdzeji v celém stromatu a lezi v tésném kontaktu s keratocyty (obr. 13a).
Zajimavé bylo zjisténi, ze cast téchto zarode¢nych bunék (cca. 5%) obsahuje kromé
fibrilarniho (F-aktinu) téz aktin globuldrni (G-aktin), coz svéd¢i o jejich aktivnim pohybu

(obr. 13b). Bunky obsahujici G-aktin se nalézji vyhradné v periferii rohovky.

Obr. 13 Anatomicky vztah mezi CD34+ butikami a keratocyty

(2) CD34+ F-aktint+ hemopoetické zarode¢né buiiky (Zlutd) se nachazeji v tésném kontaktu
s CD34- F-aktin+ keratocyty. (b) Cast téchto bun¢k nachazejicich se v periferii rohovky
exprimuje téz G-aktin (zelena), coz sveéd¢i o jejich aktivnim pohybu.
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V piednim stromatu se nalézaji CD34-, CD45+, CD11b+, MHC Class I+ makrofagy,
dendriformniho tvaru. Zda se, Ze jejich tvar je zavisly na konturdch keratocytll a Ze se snazi o

co nejvetsi mezibunécny kontakt (obr. 14a-c)

Obr. 14 Anatomicky vztah mezi stromalnimi makrofagy a keratocyty

Jednotlivé snimky ukazuji vzajemny vztah F-aktin+ (a) CD45+, (b) 11b+, (c) MHC Class I+
makrofagi (zlutd) se stromalnimi keratocyty (pouze F-aktin+ Cervend). Je patrna snaha o co
nejveétsi mezibunéény kontakt, zda se, Ze tvar makrofagi zavisi na konturach keratocyti.
4.1.2.4 Studie na GFP chimérach kostni drené

Skupiné laboratornich potkani byla po letdlni iradiaci transplantovana kostni dien
transgennich GFP+ jedinct. U takto transplantovanych jedinct (chimér) kazda bunka v téle,
ktera obsahuje fluorescencni protein GFP (jednoduSe fecCeno je zelend), musi pochazet
Z kostni dien€. Tyto chiméry byly vytvofeny pro neuroimunologicky vyzkum ve Vidni a diky
ochoté Dr. Moniky Bradl jsme ziskali o¢ni bulby.

Rohovkové stroma téchto jedinch obsahuje jasnou populaci bunék z kostni diené
pochézejicich, tedy GFP+ bunék (113 + 24/mm2). Z morfologického hlediska se opét jedna o
dvé odlisné subpopulace bun¢k. Prvni ptfedstavuji buiiky vietenovitého a druhou kulovitého
tvaru (obr. 15a). Obarveni F-aktinu jasn¢ znazornilo, ze se jedna o samostatnou populaci
bunék odlisnych od keratocytii (obr. 15b). VSechny GFP+ builky exprimovaly téz CDA45
markr (obr. 15a, okno 1). Subpopulace vietenovitych bunck byla t¢z MHC Class 11+ (obr.

15a, okno 2). Zadna GFP+ buiika nebyla zachycena v rohovkovém epitelu &i na endotelu.
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Obr. 15 Konfokalni mikroskopie rohovkového stromatu u GFP chimérickych
laboratornich potkant

(@) V rohovkovém stromatu se u GFP chimérickych potkant vyskytuji dvé morfologicky
odli$né populace bunék z kostni difen¢ pochdzejici (zelend — GFP). Prvni skupinu tvoii dlouhé
buiiky vietenovitého tvaru a druhou drobnéjsi ovalné buiky. (b) Obarveni F-aktinu (¢ervena)
jasné odliSuje populaci bunék zkostni dfené¢ pochéazejici F-aktin+t GFP+ (Zlutd) od
stromalnich keratocyti F-aktin+ GFP- (Cervena). (a — okno 1) VSechny GFP+ buiky
exprimovaly markr CD45. (a — okno 2) ¢ast bunék vietenovitého tvaru byly téz MHC-Class
[+

4.1.2.5 Kratkodoba kultivace stromalnich leukocyti

Je znamé, ze leukocyty maji schopnost vycestovat z tkani béhem prvnich hodin az dni
kultivace. Provedli jsme kultivaci ¢asti normalnich mysich rohovek zbavenych epitelu s cilem
izolovat leukocyty rohovkového stromatu. Po tfech dnech jsme odebrali supernatant a
vytvoftili cytospiny. Ty jsme obarvili protilatkami proti CD34, CD45 a CDl1l1c. VSechny
CD34+ buiiky exprimovaly téz bézny leukocytarni markr CD45 (obr. 16). Zadna z bunék
ziskanych kultivaci nebyla CDI11lc+ a negativni kontroly neukédzaly Zadné nespecifické

barveni.
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Obr. 16 Kratkodoba kultivace stromalnich leukocytu

Bunky ziskané ze supernatantu po kratkodobé kultivaci rohovkového stromatu. (a) Témét
vSechny bunky exprimuji bézny leukocytarni markr CD45. (b) Cast bunék exprimuje téz
markr hemopoetickych zarode¢nych bun¢k CD34. (c) VSechny CD34+ bunky byly téz
CD45+ (zluta). Bunééna jadra jsou zvyraznéna DAPI (modra).
4.1.3 Endotel

Endotel lidské 1 mysi rohovky tvofi jedna vrstva bunck nejcastéji hexagonalniho tvaru,
které odd€luji rohovku od prostiedi predni komory ocni. Endotelové builkky maji jen

omezenou proliferativni schopnost, obsahuji ¢etné organely a podobné jako epitel jsou spolu

tésné spojeny spojovacimi mezibunéénymi komplexy.

4.1.3.1 Distribuce F-aktinu na endotelu
Pii konfokalni mikroskopii rohovkového endotelu s obarvenym F-aktinem je jasné
patrné pravidelné hexagonalni uspofadani jedné bun&cné vrstvy (obr. 17a). Pii pouziti barviva

na jaderny chromatin jsme narozdil od epitelu zddné d¢lici se burniky nenalezli.

4.1.3.2 Distribuce ZO-1, Occludinu a Claudinu-1 na endotelu
Distribuce ZO-1 na rohovkovém endotelu je velmi podobna distribuci v povrchovych
vrstvach epitelu. Stejné jako tam vytvari souvislou bunéénou konturu (obr. 17b, obr. 5a).

Occludin je pfitomen jak na membranach endotelovych bunék, tak uvnitt cytoplasmy

(obr. 17c, obr. 6a).
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Pii obarveni rohovky na Claudin-1 jsme na endotelu zadnou pozitivitu nezaznamenali

(obr. 7a).

Obr. 17 Konfokalni mikroskopie rohovkového endotelu

(a) Po obarveni F-aktinu se jasn¢ oziejmi pravidelné¢ hexagondlni uspotfadani jedné
vrstvy endotelovych bunék. (b) ZO-1 na rohovkovém endotelu vytvaii souvislou
konturu po obvod¢ jednotlivych bunék (zelena). (¢) Occludin je pfitomen jak na
bunééné membrané, tak v bunééné cytoplazmé (zelend). Bunécna jadra jsou
zvyraznéna PI (Cervena).

4.1.3.3 Rezidentni leukocyty na rohovkovém endotelu

Pti pouziti bézného leukocytarniho méarkru CD45 1 piti pouziti dalSich specifickych
leukocytarnich diferenciaénich markri jsme piitomnost leukocyti v endotelové vrstvé
normalni rohovky nepozorovali. Pokud dojde k naruseni integrity oka napiiklad po

transplantaci rohovKy je endotel jednim z cild migrujicich efektorovych leukocytu (viz dale).

4.2 Formace fibrinu v predni komoi‘e po transplantaci rohovky

Rejekce rohovkového transplantatu je zahdjena piijemcovskymi APC, a to nepiimou
cestou rozpoznani antigenu. Vyzaduje CD4+ T lymfocyty a za hlavni efektory jsou
povazovany makrofiagy. Uloha CD8+ bunék neni jestd zcela prozkoumana, ale zda se, Ze

v procesu rejekce nehraji piili§ dulezitou roli (viz vySe) [39]. Rejekce jednotlivych vrstev
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rohovky Ize hodnotit samostatné, ale rejekce endotelu je hlavni pficinou zkaleni rohovky a
poklesu zrakové ostrosti. Vétsina praci zabyvajicich se rejekei rohovky zkouma tkanové fezy
a popisuje d€je odehravajici se v rohovkovém stromatu [11, 53]. Piiprava rohovky ke
konfokalni mikroskopii (v plné tloustce - Whole Mount) a pouziti imunohistochemického
barveni nam umoznily kvantifikovat mnozstvi fibrinu vytvofeného v pfedni komoie po
transplantaci a dale analyzovat buniky ptsobici destrukci endotelu. Dale jsme se soustiedili na
puvod leukocytl ucastnicich se rejekce. Poslednim cilem této ¢asti prace bylo zjistit, zda
existuje rozdil v neadaptivni odpovédi na transplantaci u syngenni a alogenni skupiny.
Abychom bez vétsich problému identifikovali infiltrujici buiiky (pochazejici od ptijemce),
pouzili jsme transgenni e-GFP mysi jako pfijemce transplantatt (viz kapitola Material a

metodika).

4.2.1 Pocatecni odpoved na transplantaci rohovky

Normalni pfedni komora neobsahuje fibrinova vlakna a rohovkovy endotel se nechova
prokoagulaéné. Stejné tak jako je rana ¢i zanét kdekoliv v téle spojen s tvorbou fibrinu, vznika
1 po transplantaci rohovky fibrinova sitka, tentokrat v pfedni komote. Jiz 1 hodinu po
transplantaci je predni komora vyplnéna gelovitou, prakticky transparentni hmotou obsahujici
mnozstvi fibrin pozitivnich ¢astic, tzv. mikropartikuli o priméru Ium (obr. 18a). V tomto
okamziku nejsou jeSt¢ zadné infiltrujici pfijemcovské builkky patrné (obr. 19a). Po 24
hodinach se v piedni komoie vytvoii velmi hustd fibrinova sitka. Tato sitka vypliuje celou
piedni komoru a je sloZzena z drobnych fibrin positivnich ¢astic, ze kterych odstupuje
mnozstvi fibrinovych vldken (obr. 18b). V tuto dobu je jiz mozné detekovat ve fibrinové sit’ce
prvni infiltrujici pfijemcovské bunky (obr. 19b). Po 48 hodinach se fibrinova sitka meéni
Vv denzni membranu, kterd je v kontaktu se zadni plochou rohovky (endotelem) a Caste¢né 1

s duhovkou (obr. 18c, 19c¢).
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Obr. 18 Tvorba fibrinu v piedni komoie po transplantaci rohovky — en face pohled

Konfokalni mikroskopie znazoriujici vznik a proménu fibrinové sitky v pfedni komote po
transplanaci rohovky. (a) Hodinu po transplantaci je pfedni komora vyplnéna gelovitou
prakticky transparentni hmotou obsahujici mnozstvi fibrin+ ¢astic o priméru cca. 1 pum — tzv.
mikropartikuli. (b) Béhem nasledujicich 24 hodin se tato hmota méni v hustou retikularni
fibrinovou sit’ vypliujici celou pfedni komoru. Jednotliva vldkna fibrinu jsou jasné patrna. (c)
Po 48 hodinach se tato sit’ méni v denzni membranu Inouci jak k zadni ploSe rohovky, tak
k duhovce.

Obr. 19 Tvorba fibrinu v pifedni komoie a infiltrace butikami pfijemce po transplantaci
rohovky — 8 um fezy
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(a) Snimek znézornuje fez rohovkou a predni komorou 1 hodinu po transplantaci. Fibrin +
material (Cervend) gelovitého charakteru vypliiuje celou pfedni komoru. V tomto okamziku
jesté nedetekujeme zadné infiltrujici bunky pochdzejici z ptijemce (zelend). (b) 24 hodin po
transplantaci je komora vyplnéna hustou siti fibrinovych vldken (Cervend). V této dobé
pozorujeme prvni infiltrujici e-GFP+ bunikky pochézejici z pfijemce (zelend, Sipky). (c) Po 48
hodinach se formuje densni fibrin+ membrana (Cervend), kterd je husté vyplnéna infiltrujicimi
e-GFP+ buiikkami (zelena, Sipky). e-GFP+ materidl je téz patrny na darcovském endotelu
(hvézdicka).
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4.2.2 Analyza mnozstvi fibrinu v predni komore po transplantaci rohovky

V této Casti experimentu jsme hodnotili mnoZzstvi fibrinu v pfedni komoie v ur€itych
casovych bodech po transplantaci rohovky. Pouzili jsme k tomu softwaru konfokalniho
mikroskopu. Transplantovanou rohovku jsme rozd¢lili na ¢ast darcovskou, ptijemcovskou a
oblast sutury a hodnotili jsme, kolik procent je v téchto oblastech v danou dobu kryto
fibrinem.

Dynamika tvorby a vstiebavani fibrinové sitky se pon¢kud lisil ve skupiné alograft a
syngrafti. U alograftii (darce Babc/c, ptijemce eGFP na C57/Bl6 podklad¢€) je 1 hodinu po
transplantaci 65% ptijemcovské Casti rohovky kryto fibrinovou sitkou, 54% oblasti sutury,
ale pouze 21% darcovské Casti transplantatu. Dale dochédzi k narGstu mnozstvi fibrinu a
maximalnich hodnot dosahuje 6 hodin po transplantaci, kdy je 76% pftijemce, 69% oblasti
sutury a 62% darce kryto fibrinem. Poté dochazi k postupnému vstiebavani a 14 dni po
transplantaci 1ze zachytit pouze drobné ostrivky fibrin+ materialu (obr. 20a).

Ve skupiné syngennich transplantaci (darce C57/Bl6, ptijemce eGFP na C57/Bl6
podklad¢€) byla rychlost tvorby fibrinové sitky ponékud niz8i. 1 hodinu po transplantaci je
40% ptijemcovské Casti, 24% oblasti sutury, ale pouze 8% darcovské Casti transplantatu kryto
fibrinovou sitkou. Mnozstvi fibrinu v naslednych 24-48 hodinach nartistd a dosahuje maxima
48 hodin po transplantaci, kdy je 76% pftijemce, 74% oblasti sutury 70% darce kryto
fibrinem. Poté dochézi k postupnému vsttebavani a podobné jako u alografti je fibrin v pfedni
komote po 14 dnech prakticky nedetekovatelny (obr. 20b).

Ze statistické analyzy vyplyva, Ze existuje statisticky signifikantni rozdil v utvafeni

fibrinov¢ sitky v alogenni a syngenni skuping, a to v nékterych kritickych casech (obr. 21).
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Obr. 20 Mnozstvi fibrinu pokryvajici jednotlivé regiony transplantované rohovky v dase
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Kvantitativni analyza mnozstvi fibrinu provedena pomoci softwaru konfokalniho mikroskopu
LSM Zeiss. Rohovka je rozdélena do 3 oblasti — oblast ptijemce, oblast sutury a oblast darce.
Mnozstvi fibrinu je stanoveno jako % dané oblasti kryté fibrinem. (a) U alograftd je jiz
1 hodinu po transplantaci 65% pfijemcovské c¢asti rohovky, 54% oblasti sutury a 21%
darcovské casti rohovky kryto fibrinovou sitkou, poté dochazi k nariistu mnozstvi fibrinu
s maximem 6 hodin po transplantaci, kdy je 76% piijemce, 69% oblasti sutury a 62% darce
kryto fibrinem. Nésleduje postupné vstiebavani. (b) Ve skupin€ syngennich transplantaci
1 hodinu po transplantaci je 40% ptijemcovskeé Casti, 24% oblasti sutury a pouze 8%
déarcovské ¢asti transplantatu kryto fibrinovou sitkou, mnozstvi fibrinu v naslednych 24-48
hodinach narlistd a dosahuje maxima 48 hodin po transplantaci, kdy je 76% ptijemce, 74%
oblasti sutury a 70% darce kryto fibrinem. Podobné¢ jako u alograftt je fibrin v pfedni komote
po 14 dnech prakticky nedetekovatelny. Hodnoty v grafu ptedstavuji priimér + SD, n=4.
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Obr. 21 Statistickd analyza dynamiky tvorby a vstfebavani fibrinu v pfedni komoie —

syngenni versus alogenni transplantace
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Statistickd analyza ziskanych dat (obr. 20) porovnavajici jednotlivé regiony u syngennich a
alogennich transplantaci (a) ptijemce, (b) oblast sutury, (c) darce. Hodnoty v grafu predstavuji

pramér = SD, n=4, p<0,05(*).

4.2.3 Bunécna infiltrace fibrinove sitky po transplantaci

Jak jiz bylo zminéno vySe, ithned po transplantaci neni pfedni komora infiltrovana

zadnymi piijemcovskymi bunkami. K prvnim znadmkam infiltrace vSak dochazi jiz po 24

hodinach (obr. 22a). Po 48 hodinach je mozné pozorovat mnozstvi GFP+ bun¢k ve fibrinové
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sitce a téZ na zadni ploSe rohovky. Jednd se o heterogenni populaci bun¢k (obr. 22b, 22¢).
Provedli jsme proto sérii imunohistochemickych barveni k blizsi identifikaci téchto bunék.
Valna vétSina exprimovala bézny leukocytarni markr CD45 (obr. 22d). Velké cast téchto
bun¢k exprimovala dale markr CD11b (obr. 22¢) a F4/80 (obr. 22f), coz jsou identifikacni
markry makrofagii. Vedle téchto velkych buné¢k dendriformniho tvaru se ve fibrinové sit'ce
nachazely téz drobné Céstice priméru lpum, které byly GFP+, fibrint, CD11b+, CD45+,

F4/80+, tzv. mikropartikule.

Obr. 22 Konfokélni mikroskopie a fenotypizace z pifijemce pochazejicich infiltrujicich bunék

(a) Bunky pfijemce (zelena, e-GFP+) infiltrujici fibrinovou sitku (Cervend) je moZno
detekovat jiz 24 hodin po transplantaci. (b, ¢) Pocet infiltrujicich bun¢k se s asem zvysuje.
Morfologicky se jednd a heterogenni populaci bunék. (d) Valna vétSina e-GFP+ bunék
(zelend) exprimuje méarkr CD45 (&ervend). (e) Cast bungk je téz CD11b+ a (f) F4/80+. Vedle
bunék je mozno pozorovat té€z tzv. mikropartikule velikosti cca 1um nesouci na svém povrchu
CD45, CD11b 1 F4/80. Jedna se o produkty infiltrujicich makrofagu.
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Fibrin se po transplantaci rohovky nevyskytuje pouze v ptedni komoie, ale zasahuje i
do hlubsich vrstev rohovky — stromatu, kde pomaha spojeni tkani a hojeni. V téchto ¢astech se
ve fibrinové sit’ce nachézeji piijemcovské keratocyty migrujici smérem k darcovské c¢asti

rohovkového stromatu, zajist'ujici tak proces hojeni (obr. 23).

Obr. 23 Konfokélni mikroskopie piijemcovskych e-GFP+ keratocyti 48 h po transplantaci

(a) Prijemcovské e-GFP+ keratocyty migrujici z oblasti rany do darcovskeé ¢asti rohovky.
Velké hvézdicovité keratocyty CD45-, e-GFP+ (zelend, c), F-aktin+ (modré, d) pouzivaji
pii svém pohybu fibrinovou sitku (Gervena, b) jako opory.
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5 DISKUSE

5.1 Bunécéné subpopulace normalni rohovky

Rohovka je pfedmétem histologického vyzkumu jiz velmi dlouhou dobu. Az do
nedavné doby vSak byla rohovka hodnocena vyhradné na tkanovych fezech. To bylo
pravdépodobné hlavni piic¢inou nékterych histologickych nepiesnosti. Pouziti konfokalni
mikroskopie nam spolecné s optickymi vlastnostmi rohovky pomohlo zménit pohled na
celularitu rohovky, a to hlavné na bunééné zastoupeni v rohovkovém stromatu. V prvni ¢asti
nasi prace jsme se pokusili dikladné prozkoumat jednotlivé vrstvy normalni mysi rohovky.
Série kombinaci imunohistochemickych barveni spole¢né s kultivaci bun¢k a pritokovou
cytometrii ndm slouzily k definovani jednotlivych subpopulaci rezidentnich i1 z kostni dfené
pochazejicich bunék a téZ k nalezeni nékterych z mnoha spojovacich mezibunéénych
komplext pfitomnych v rohovce.

Z nasich vysledkii vyplyva, Ze rohovkové stroma obsahuje dvé zakladni populace
bunék lisicich se v expresi bézného leukocytarniho markru CD45. VétSina stromalnich bunék
(>96%) jsou F-aktin+ CDA45-. Jsou to velké hvézdicovité bunky a ptedstavuji populaci
keratocytd. Pravé zde konfokalni mikroskopie odhaluje jejich hvézdicovity tvar a velky
bunéény povrch. Na rozdil od naSeho pozorovani zndzorfiuje béZznd mikroskopie rohovkovych
fezl keratocyty jako ne pfili§ pocetné bunky vietenovit¢ho tvaru, obklopené mnozstvim
extracelularni matrix.

Zbyvajici piiblizné 3-4% rohovkovych stromalnich bun¢k exprimuji markr CD45 a
jsou téz CDI11b+. Z ¢asti se jednd o stromdlni makrofagy, neddvno nové popsané Brissette-
Storkusovou a spol. [12]. Navic piiblizné dvé tetiny téchto bunék jsou CD34+. Zadny ze
stromalnich keratocyti (velkych hvézdicovitych CD45- bunék) markr CD34 neexprimuje.
Tyto vysledky naznacuji, Ze minimaln¢ u laboratorni mysSi populace CD34+ bunck

predstavuje skutecné zarodec¢né bunky kostni diené. Pro jejich piivod z kostni dfené sveédéi
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standardni exprese marku CD45. Nezda se tedy, ze by stromalni F-aktin+ keratocyty markr
CD34 exprimovaly, jak bylo diive publikovano [48-50]. Keratocyty jsou mesenchymalni
buiikky s malou moznosti sebeobnovy. Je vSak zndmo, Ze jsou schopny transdiferenciace
v aktivni myofibroblasty v piipadé poruseni rohovkové integrity (naptiklad béhem hojeni
rany). Exprese markru hemopoetickych zarodeénych bunc¢k (CD34) keratocyty by tak
nepiimo potvrzovala to, Ze keratocyty existuji téz v semiprogenitornim stadiu. Jejich plna
diferenciace by mohla byti zahajena napiiklad n¢kterymi transformujicimi riistovymi faktory
typu TGF-p [48, 50]. Prestoze nase data nemohou tuto teorii zcela vyloucit, nenachazime
zadny podporujici dikaz. Nase vysledky dokazuji, ze CD34+ bunky pochézeji z kostni diené,
nebot’ na svém povrchu nesou téz bézny leukocytarni markr CD45.

Déle jsme zaznamenali, ze CD34+ bunky nejsou jedinou leukocytarni subpopulaci
vV rohovkovém stromatu. Existuji minimalné dvé subpopulace CD45+ bunék liSici se praveé
V koexpresi CD34. 66% CD45+ bun¢k je CD34+, ostatni buiiky vSak tento markr neexprimuji
a mohou byt odliSeny téZ morfologicky a na zéklad¢ exprese MHC Class II. Tyto buiiky jsou
narozdil od CD34+ subpopulace velké bunky dendriformniho tvaru s mnoZstvim bunéénych
vybézkia, MHC Class II+ a nachazeji se zejména v periferii rohovky a v ptednim stromatu.
Nikdy nekoexprimuji CD11lc a tim se fadi do populace jiz diive popsanych stromalnich
makrofagi [12]. NaSe data dokazuji, Ze rohovkové stroma neobsahuje Zadné myeloidni
dendritické bunky. Zajimavy byl vSak ndlez malé frakce CD45+CD34- bunck, které jsou
CD11c-, B220+, Gr-1+. Predpokladame, Ze se jedna o plamzocytoidni dendritické bunky.

Subpopulace CD45+ CD34+ bunck predstavuje hlavni podskupinu leukocytii
rohovkového stromatu a ma téz velmi zajimavy fenotyp. Bézn¢ CD45+CD34+ hemopoetické
zarodeCné bunky piedstavuji pozdni stadium bunécné diferenciace. Tento fenotyp ziskaji
poté, co opusti kostni dfeni a migruji do druhotnych lymfatickych tkani [64, 65]. V raném

stadiu diferenciace (v kostni dfeni) jsou zarode¢né bunky CD45+CD34-Scal+CD11b-, po
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tomto stadiu bunky opousteji kostni dienr, osidluji druhotné lymfatické tkanég, snizuji expresi
Sca-1 a vyrazné¢ zvySuji expresi CD34 a CDI11b [64]. Pozoruhodné bylo naSe zjisténi, ze
vV rohovkovém stromatu existuje subpopulace CD45+ bunc¢k exprimujici markr CD34
spole¢n¢ s Sca-1. Domnivame se, Ze se jednd o mezistupen v diferenciaci hemopoetickych
zarodenych bunék. Cast CD34+ bundk téZ obsahovala mnoZstvi globularniho aktinu, coz
svéd¢i pro rychly pohyb téchto bunck. Predpoklddame, ze CD34+ buniky mohou
v rohovkovém stromatu transdiferencovat do myeloidnich makrofagh [12] a Zze Ccast
Sca-1+CD34+ bun¢k dava vzniknout stromalnim plasmocytoidnim dendritickym buiikdm.

V nasi praci jsme nejenom potvrdili vyskyt jiz dfive popsanych rezidentnich
stromalnich makrofagl [12], ale poprvé jsme popsali zvlastni typ rohovkovych leukocytli —
hemopoetické zarodeéné buiky. Jejich funkce a vyznam v rohovce zatim nejsou zcela
jednoznaéné dofeSeny. Nedavné prace poukazuji na zasadni vyznam hemopoetickych
zarodeCnych bunék v regeneraci a reparaci poSkozené tkané, zejména v srdecnim svalu,
mozku a jatrech. Pfedpoklada se, ze hemopoetické zarodecné buiiky maji schopnost nahradit
poSkozenou tkan piimou transdiferenciaci ve specifickou tkdnovou buiku ¢ fuzi
s rezidentnimi buiilkami provazenou naslednym bunéénym délenim [45-47, 66]. Dodnes
neexistuje dikaz, ze by k témto pochodim dochazelo téZ v oku, zastdvame proto nazor, ze
hemopoetické buitky rohovkového stromatu funguji jako staly zdroj rezidentnich makrofagi a

plasmocytoidnich dendritickych bunék.

5.2 Mezibunécna tésna spojeni
Rohovkovy epitel funguje jako vysoce efektivni bariéra proti vné&jSimu svétu [67, 68].
Bariérova funkce epitelu, ale téz endotelu je pfipisovana skupiné proteinti ucastnicich se

pevnych mezibunéénych spojeni [60]. V rohovkovém epitelu tuto funkci vykonavaji zejména
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protein pevnych mezibunécnych spojeni ZO-1 a integralni proteiny typu Occludin a Claudin
[61, 69, 70].

V nasi préci jsme popsali vyskyt téchto proteinti v jednotlivych rohovkovych vrstvach.
Distribuce téchto proteint a nalez leukocytii pouze v povrchovych vrstvach a bazalni vrstvé
epitelu odhaluje bariérovy vyznam suprabazalni vrstvy epitelu. Domnivame se, ze prave tato
vrstva rohovkového epitelu zastava hlavni bariérovou funkci pfi obrané oka pred vnéjSim
svétem. Tato vrstva je prakticky nepropustnd i pro malé molekuly a brani téz vstupu
leukocytd hloubgji do rohovky [62].

Tento stav neni pochopitelné staly a neménny, nebot’ samy leukocyty produkuji velmi
efektivni mezibunééna spojeni degradujici enzymy [71, 72]. V piipadé aktivace tak maji
schopnost rychle pfekonat vSechny vrstvy epitelu. Absence leukocytll v suprabazalni vrstveé
vSak napovida tomu, ze za fyziologickych podminek pravé tato ¢ast rohovky brani pfechodu

leukocytt pies rohovkovy epitel.

5.3 Formace fibrinu v pifedni komoie po transplantaci rohovky

Transplantace rohovky je necastéjsi transplantaci pevné tkan€. Ve Spojenych statech
americkych je ro¢né transplantovano az 40 000 rohovek [73]. Ve Velké Britanii se
transplantuje néco pies 2 200 [56] a v Ceské republice piiblizné 600 rohovek. Vysoké
procento uspéSnosti této operace u piijemct prvniho transplantatu s nevaskularizovanou
rohovkou, které je v prvnim roce po transplantaci vyssi nez 90% [33], vedlo k ptedpokladu,
ze rohovka a pfedni segment oka jsou ,,imunologicky privilegovanym mistem* a Ze zde tedy
plati jina pravidla pribéhu posttransplantacni reakce. Toto imunologické privilegium se zda
byt vSak pouze relativni, nebot’ v nasledujicich letech uspéSnost rohovkové transplantace
vyznamné klesd. Vzhledem k tomu, ze hlavni pficinou selhdni rohovkové transplantace je

rejekce, je tfeba se tomuto jevu dukladné vénovat a ziskané poznatky prakticky vyuzit.
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Endotel hraje zasadni roli v udrzeni integrity a transparence rohovky a je hlavnim cilem
rejekce rohovkového transplantatu.

Nase prace se zaméfila na procesy odehravajici se pfimo na rohovkovém endotelu a
téz v jeho tésné blizkosti — v pfedni komote. Popisuje progresivni formaci fibrinu v pfedni
komote po transplantaci rohovky.

Ptedni komora je prostor vymezeny vpiedu rohovkovym endotelem a vzadu ptedni
plochou duhovky. Duhovkové stroma obsahuje mnozstvi rezidentnich leukocytl, zejména
makrofagl a dendritickych bun¢k [57, 74-76].

Poranéni rohovky, jako soucast procedury transplantace, vede ihned k poruseni
hematookularni bariéry a k uvolnéni velkého mnozstvi fibrinogenu. Jedna z cest, ktera vede k
premén¢ fibrinogenu na fibrin, je spousténa tzv. tkanovym faktorem (TF). Tkanovy faktor, téz
nazyvany Tromboplastin, Faktor III, ¢i CD142, je protein vyskytujici se v tkédnich, na
krevnich desti¢kach a ve velkém mnozstvi téZ na leukocytech, pfedev§im na monocytech a
makrofazich. Naptiklad plicni buiiky obsahuji extrémné velké mnozstvi TF, zatimco buiky
vaskularniho endotelu neobsahuji za normalnich okolnosti Z4dny. Buniky rohovkového
endotelu obsahuji pouze malé mnozstvi TF [77]. TF je membranovy integralni protein
skladajici se ze 3 domén. Vngj§i Cast funguje jako receptor pro koagula¢ni faktor VIIL
Komplex aktivniho faktoru VIla s TF funguje jako aktivator faktoru X. Aktivni faktor X pak
katalyzuje pfeménu protrombinu na trombin, trombin pak katalyzuje pfeménu fibrinogenu na
fibrin.

TF se za normalnich okolnosti vyskytuje v malém mnozstvi v rozpustné forme
v plazmé, ale vétSina TF potiebného k tvorbé trombu je syntetizovana de novo [78, 79].
Nedavno publikované prace popisuji zpisob, jakym je TF do vznikajiciho trombu dodavan.
TF je pfitomen v drobnych bunéénych vesikuldch, nazyvanych mikropartikule, které

pochazeji z leukocytu [79-81]. Mikropartikule jsou malé membranové ¢astice (< 1 um), které
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jsou uvolilovany riznymi bunkami, pfedev§im monocyty. K jejich tvorbé dochdzi pomoci
nékterych enzymd, jako naptiklad flipazy, flopazy, scrmblazy a dal§ich. Mikropartikule jsou
rizné velikosti pocinaje 100 nm az po lum. Lisi se t€Z v expresi membranovych proteind.
Vétsi mikropartikule, bohaté na TF jsou produkovany CDI11b+monocyty/makrofagy a na
svém povrchu exprimuji CD11b [82]. Naopak malé mikropartikule (~100nm), téZ nazyvané
exosomy, exprimuji na svém povrchu komplex MHC Classll. Jsou uvoliovany
z dendritickych bun¢k a dokazi prezentovat antigen blizkym T bunkam [83]. Produkce
riznych typt mikropartikuli riznymi buitkami je soucasti noveé popsanych extracelularnich
signalnich cest.

V nasi praci jsme pozorovali vyvoj fibrinové sitky v piredni komote v Case po
transplantaci rohovky. V prvnich hodinach po transplantaci se v sitce nevyskytuji zadné
infiltrujici buiky, ale obsahuje velké mnozstvi mikropartikuli a ¢astic podobnych krevnim
destickam. V dalSich hodinach a dnech fibrinové sitka ziskava velmi retikularni podobu a
pozorujeme prvni infiltrujici CD45+ leukocyty, ptfevazné CD11b+, F4/80+ makrofagy. Sitka
se dale méni v densni membranu, ktera je v uzkém kontaktu s rohovkovym endotelem a
obsahuje velké mnoZstvi makrofagi. Vedle bunék infiltrujicich fibrinovou sitku pozorujeme
téz mnozstvi fibrint, CD11b+, F4/80+ mikropartikuli, u kterych lze pfedpokladat stejnou
prokoagulaéni funkci v ptedni komote jako v procesu hemostazy [78, 82, 84].

Déle jsme pochopitelné chtéli stanovit zdroj fibrin-infiltrujicich leukocyti. Nékolik
praci z McMenaminovy laboratofe popisuje, Ze uvealni trakt (zejména duhovka) obsahuje
hustou sit’ rezidentnich makrofagt a dendritickych bunék [57, 74]. Nedavné studie ukazaly, ze
tyto buiiky jsou sice mobilni, ale v dobé po zanétlivém stimulu (napft. transplantaci rohovky)
nedochazi k jejich migraci [85, 86]. Jiné prace popisuji masivni piival novych
monocyti/makrofagh do duhovky v prvnich hodinach po transplantaci rohovky. Lze

predpokladat, ze pravé tyto nove rekrutované buiiky infiltruji téZ fibrinovou sitku v predni
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komote [87]. Tyto buinky jsou téz znacné aktivované, a proto mohou produkovat velké
mnozstvi mikropartikuli, kterymi zahaji proces tvorby fibrinu [82].

Jak bylo popsano vyse, makrofagy se aktivné podileji na tvorbé fibrinové sité v predni
komofe a ta jim pak slouzi jako opora v migraci K zadni plose rohovky, zejména
k darcovskému endotelu. Z nasi kvantitativni analyzy formace fibrinu vyplyva, Ze se fibrinova
sitka tvofi rychleji u alogennich transplantati nez u transplantatii syngennich. Daéle je ziejmé,
ze tato sitka pfetrvava u alografti ve veétsim mnozstvi déle nez u syngraftd a tim u nich
vznikd vEétsi Sance makrofagy zprostiedkovaného endotelového poskozeni. Signaly, které
zpusobi rychlejsi odpoveéd’ alograftli, nejsou presné zndmy. Vzhledem k tomu, Ze je formace
fibrinu fizena aktivovanymi monocyty/makrofagy, a to pravé produkci mikropartikuli
bohatych na TF, je pravdépodobné, ze alografty spousti silnéjsi pfirozenou (neadaptivni)
imunitni odpoveéd’ nez syngrafty. Podobné déje byly popsany v kontextu s aktivitou NK bun¢k
po transplantaci rohovky [88]. To, ze alografty vyvolavaji silngjsi pfirozenou odpoveéd, je
zcela novy poznatek a je pravdépodobné, Ze jej lze aplikovat na vSechny organové
transplantaty, nebot’ k tvorbé intravaskularnich trombi dochazi po transplantacich vSech
solidnich organd.

Nami ziskanid data podavaji téZ informace o UcCasti myeloidnich buné¢k v procesu
rejekce rohovkového transplantatu. Zda se, Ze jejich hlavnim zdrojem jsou neddvno
rekrutované builkky pfedniho uvedlniho traktu, které piekondvaji predni komoru pomoci
fibrinov¢ sitky, jejiz tvorbu samy zahajuji a amplifikuji cestou uvolnénych mikropartikuli. Je
dobtfe znamo, ze zadni povrch rejekovanych transplantati je husté infiltrovan makrofagy. U
syngennich ¢i akceptovanych alogennich transplantatd je tato infiltrace podstatné mensi [52,
53, 55].

Oproti tomu makrofagy infiltrujici rohovkové stroma pochazeji nejspise z limbalnich

cév a ucastni se rejekce keratocytu [52, 55]. Rohovkovy epitel je pravdépodobné pouze
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ptehojen epitelem piijemcovskym. Tyto rizné pfistupové cesty imunokompetentnich bunék
k rohovce maji pravdépodobné velky vliv na cetnost rejek¢énich epizod v jednotlivych
transplantatu, a proto jsou informace o pohybu a cinnosti bunék atakujicich pravé endotel
(myeloidnich bun¢k pochazejicich z duhovky) zcela zasadni. NaSe prace podava nové
informace o téchto procesech, klade mnozstvi zatim nezodpovézenych otazek a otevira nova

témata k dal§imu vyzkumu.
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6 ZAVER

Hlavnim impulsem k zahajeni nasi prace bylo mnozstvi nejasnosti a neshod ve
vysledcich riznych velmi renomovanych pracovist. V poslednich letech vyznamné
oftalmologické 1 jiné védeckovyzkumné Casopisy publikovaly sérii Clanki zabyvajicich se
problematikou leukocytt a zarode¢nych bun¢k v rohovce jak mysi, tak lidské. Skupina Raza
Dany (Schepens Eye Research Institute, Harvard, Boston) opakované popisuje piitomnost
myeloidnich dendritickych bunék i v centrdlnich ¢astech rohovky. Toto tvrzeni se hrubé lisi
od pozorovani napiiklad Brissette-Storkusové (Eye and Ear Institute, University of
Pittsburgh), ale i jinych laboratofi. Raza Dana dokonce popisuje schopnost jim popsanych
dendritickych bunck opustit transplantat, doputovat do spaddové lymfatické uzliny a
prezentovat antigenu piimou cestou, pomoci darcovského MHC Class II. Nejprve jsme se
rozhodli zopakovat nékteré jiz provedené experimenty a na ty pak navdzat experimenty
novymi.

Z nasi prace vyplyva:

l. Centralni cast rohovky neobsahuje Zadné myeloidni dendritické bunky. Tyto buiky
jsou piitomné pouze v Uplné periferii a v transplantatu nejsou tudiz ptitomny.

. Vzhledem k nepiitomnosti dendritickych bunék v centralnich ¢astech rohovky nelze
podpofit nazor, ze vedle dobfe popsané nepiimé cesty prezentace antigenu existuje téz
cesta piima.

1. Rohovkové stroma obsahuje nckolik populaci z kostni diené pochdzejicich bunék.
V prvé fadé se jedna o skupinu dfive popsanych rezidentnich stromélnich makrofagt.
Kromé této populace leukocyti jsme nalezli téZ vyznamnou populaci zarode¢nych
hemopoetickych bunék. Toto pozorovani nebylo doposud nikde jinde publikovano.
Jinou mensi subpopulaci ndmi nalezenych leukocytli v rohovkovém stromatu jsou

plasmocytoidni dendritické buniky.
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Dalsi ne zcela vyjasnénou problematikou, kterou jsme se rozhodli prezkoumat, byla
exprese markru hemopoetickych zarode¢nych bunék - CD34 v rohovkovém stromatu. Nékteré
prace, jak experimentalni tak klinické, pfisuzuji tento markr keratocytim. Uvazuji dokonce o
tom, Ze by se tento markr mohl stat vhodnym markrem rohovkovych keratocytli. V soucasné

dobé¢ neexistuje totiz zadné Cisté specifické barveni stromalnich keratocyt.

Z nasi prace vyplyva:

IV.  CD34+ bunky jsou skutecnymi zarodecnymi hemopoetickymi buitkami pfitomnymi
v rohovkovém stromatu.

V. Markr CD34 neni pfitomen na rohovkovych keratocytech a nelze jej tedy povazovat za
mozny markr keratocytu.

VI.  Populace zarodeénych hemopoetickych bunék rohovkového stromatu funguje jako

staly zdroj rezidentnich makrofagl a plasmocytoidnich dendritickych buné¢k.

V posledni ¢asti naSich experiment jsme zkoumali procesy odehravajici se po
transplantaci rohovky se zaméfenim na rohovkovy endotel a predni komoru. Sousttedili jsme
se na dynamiku tvorby a vstfebavani fibrinu v pfedni komote a na ptivod bun¢k ti€astnicich se

procesu rejekce.

Z nasi prace dale vyplyva:

VII.  Fibrinova sitka se v pfedni komoie tvofi rychleji u alogennich transplantati nez u
transplantati syngennich.

VIII. Tato sitka pretrvava u alograftii ve vét§Sim mnozstvi déle nez u syngraftii a tim u nich

Y7 oW

vznika vEtsi Sance makrofagy zprostiedkovaného endotelového poskozeni.
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IX.  Hlavnim zdrojem buné¢k infiltrujicich transplantat jsou neddvno rekrutované bunky
predniho uvealniho traktu. Pfedni komoru ptekonavaji pomoci fibrinové sitky.

X. Formace fibrinu v pfedni komofie je fizena aktivovanymi monocyty/makrofagy, a to
zejména jejich produkci mikropartikuli bohatych na tkanovy faktor.

Xl.  Alografty maji schopnost spustit siln€jsi pfirozenou (neadaptivni) imunitni odpoveéd’

nez syngrafty.

Na zavér bychom radi vyjadfili presvédCeni, ze data obsazend v predlozené praci
pomohou dal$Simu vyzkumu rohovky a zejména procesu rejekce rohovkového transplantatu.
Tento jedineCny a velmi komplexni imunologicky d¢j je tfeba zkoumat jak na urovni
anatomicko-klinické, tak zejména na urovni bunééné a molekularni. Jediné dokonalé
pochopeni imunopatologickych mechanismti rejekce pozitivné ovlivni vysledky bézné

klinické praxe.
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8 SUMMARY

Previous studies have suggested that corneal stromal keratocytes express the CD34
antigen. We wished to investigate CD34 antigen expression in normal mouse cornea using
dual and triple staining techniques. Whole-Mount preparations of mouse and rat corneas were
examined with confocal microscopy using single, dual or triple immunostaining to study their
morphology, phenotype and distribution. Single cell suspensions from normal mouse corneas
were also prepared and analysed by flow cytometry. After short term culture of corneal
stromal explants nonadherent cells were harvested, cytospins prepared and stained for
different markers. Combined staining for F-actin and leukocyte differentiation markers clearly
showed that the corneal stroma contains a population of CD45+ resident bone marrow-
derived cells, while the major proportion of cells were CD45-F-Actin+ keratocytes. A
significant proportion (two thirds) of CD45+ cells in the normal corneal stroma expressed
CD34+ while no CD45- cells (i.e. keratocytes) co-expressed CD34. In addition, CD34+ cells
were CD11c-, CD11b+. Less then 10% of the CD34+ cells also co-expressed Sca-1+, but no
CD34+ cells co-expressed MHC class Il1+. In contrast, the remaining population of CD45+
CD34- cells in the corneal stroma expressed CD11b, MHC Class 11+ but not CD11c, and were
found mostly in anterior and peripheral part of stroma. These cells are in intimate contact with
corneal keratocytes, which stained only for F-actin and were negative for all leukocyte
markers. A very few CD45+ cells expressed the B220 marker suggesting a plasmacytoid
dendritic cells phenotype. Flow cytometry analyses confirmed the morphometric data
showing that 68% of CD45+ cells co-express CD34 and CD11b while 22% are CD11b+,
CD34-. Thus we believe that in addition to confirming the presence of the recently described
novel resident macrophage in the corneal stroma, our work provides the first description of
yet another unusual type of corneal stromal leukocyte, namely the haemopoeitic stem cell

some of which are in an intermediate stage of differentiation. What remains unclear is the role
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of HSC’s in the corneal stroma. Recent studies have suggested that HSC’s provide a means or
replenishing tissue cells, whether by fusing with endogenous parenchymal cells or by directly
differentiating into tissue cells. At least in the heart, the evidence for the latter process has not
been found and current concepts suggest that HSC fusion with aging tissue cells is a more
likely mechanism. To date there is no evidence that such a process occurs in the eye and for
the moment the most apparent role for corneal HSC’s is to replenish tissue resident
macrophages and plasmacytoid dendritic cells.

The aim of the second part of this thesis was to show and describe the fibrin clot
formation in the anterior chamber after corneal transplantation. Rejection of corneal allografts
is considered to be induced via host antigen presenting cells (indirect allorecognition),
requires CD4 but not CD8 T cells and is mediated by host macrophage activity. Rejection of
each of the three layers, epithelium, stroma and endothelium is recognised, but endothelial
rejection is considered to be the main cause for corneal opacification and visual loss. Most
studies of cellular kinetics during corneal graft rejection have concentrated on stromal cell
infiltration.  Whole-Mount  confocal microscopy, combined with  conventional
immunofluorescent sections, allows quantitative analysis of fibrin deposition and cellular
infiltration into the anterior chamber and onto the corneal endothelial surface where cell
damage occurs. Here we show that (a) the main route of corneal endothelial cell attack is via
trafficking of bone-marrow derived cells from iris vessels across the anterior chamber through
the interstices of a fibrin clot; (b) there is an early innate alloimmune response as evidenced
by more rapid fibrin deposition and myeloid cell infiltration in allografts compared to
syngrafts; (c) CD11b+ macrophages are prominent during clot formation in the anterior
chamber. These data have general relevance to rejection of vascularized solid organ grafts
where there is early fibrin deposition and intravascular thrombus formation, mediated via

procoagulant CD11b+ macrophages as part of the early innate alloimmune response.
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