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Lokalizace kolagenu Vil v normalni a patologické lidské rohovce

Souhrn

Cil: Cilem této prace bylo lokalizovat kolagen typu VIII v jednotlivych vrstvach rohovky
a porovnat jeho vyskyt v normalnich a patologickych rohovkach ziskanych od pacientl
s Fuchsovou dystrofii, zadni polymorfni dystrofii rohovky a keratokonem.

Material a metody: Kolagen VIII byl detekovan metodou nepfimé imunohistochemie
na kryofezech ziskanych z kontrolnich a patologickych rohovek. Pro detekci byly
pouzity i vzorky epitelu a endotelu rohovky ziskané otiskem na membrany Millicell.
Metodou RT - PCR byl kontrolovan vyskyt kolagenu VIl v endotelu lidské aorty.
Vysledky: S protilatkou rabbit IgG anti mouse MAP type VIII Collagen od firmy
COSMO BIO CO,, LTD. se lokalizace kolagenu VIII v jednotlivych vrstvach rohovky
liSila od lokalizace uvadéné v literatufe. Navzdory pfedpokladim se kolagen VI
nachazel v epitelu, v Descemetové membrané byl u kontrolnich rohovek pfitomen jen
ve tfetiné vzork(, u patologickych rohovek dokonce jen v $estiné piipadt. Metoda
RT - PCR nepotvrdila oproti pfedpokladim vyskyt kolagenu VIII v lidské aorté. Pomoci
protilatky 9H3 anti a1CVIIl (ziskana od Dr. Greenhilla a Dr. Davise) byla pozitivita
prokazana v Descemetové membrané a endotelu kontrolnich i patologickych rohovek,
v epitelu rohovky pomoci této protilatky kolagen VIII detekovan nebyl.

Zaveér: Jedind ve svété komeréné dostupna protilatka neprokazala dostatecnou
specifitu pro kolagen VIII. Protilatkou 9H3 anti a1CVIII byl kolagen VIII v Descemetové
membrané prokazan. Tuto protilatku je tedy mozné pouzit pro detekci rozdild v

distribuci kolagenu VIII v normalni a patologické lidské rohovce.

Klic¢ova slova: rohovka, kolagen VIll, Fuchsova dystrofie, zadni polymorfni

dystrofie rohovky, keratokonus, nepfima imunohistochemie



The localization of collagen VIII in normal and pathological human cornea

Summary (abstract)

Purpose: The aim of this work was to localize collagen type VIII in different layers of
the cornea and to compare it's localization in normal corneas with pathological corneas
obtained from patients with Fuchs endothelial dystrophy, posterior polymorphous
dystrophy or keratoconus.

Material and methods: Collagen VIIl was detected using indirect imunohistochemistry
on cryosections of control and pathological corneas. Imprints of endothelium and
epithelium on Millicell membranes were also used. The presence of collagen VIl in the
endothelium of human aorta was examined by RT - PCR.

Results: With the antibody rabbit IgG anti-mouse MAP type VIII Collagen from
company COSMO BIO CO., LTD. the localization of collagen VIII in different layers of
the cornea was different from that found in literature. Collagen VIl was detected in
epithelium of all specimen. In Descemet’s membrane of control corneas was collagen
VIII present only in one third of all cases, in pathological corneas actually in one sixth of
all cases. RT - PCR method did not confirm presence of collagen VIII in human aorta.
Using the antibody 9H3 anti a1CVIIl (obtaiend from Dr. Greenhill and Dr. Davis) the
positivity was evident in Descemet’s membrané and endothelium of control and
pathological corneas, in the epithelium was with this antibody no positivity detected.
The different expression and localization was observed in control corneas and that
obtained from patiens suffered from Fuchs endothelial dystrophy or posterior
polymorphous dystrophy.

Conclusion: The only comercially available antibody did not proove sufficient specifiky
for collagen type VIII. With use of the antibody 9H3 anti a1CVIIl was collagen VIII
evidenced in the cornea. This antibody can be used for detection of differences in

distribution of collagen VIII in normal and pathological human cornea.

Key words: cornea, collagen VI, Fuchs dystrophy, posterior polymorphous

dystrophy, keratoconus, indirect imunohistochemistry



1. Obsah

1LODSAN. ... et 5
2..8€ZNAM ZKIAtEK..........oooiiiiiiiiiiiii e v
3. UVOA @ Gl s 8
4. Literarni prehled ... 9
4.1. Anatomie U funkce rohOVKy..............c.coooiiii e 9
4.2, KOIAGENY.....coiiiiiiii et 13
4.2.1.VZNIK KOIAGENU........oo it 14
4.2.2. KOIageny V rONOVCE. .........oeviiiiiiiiiiiieeeee e 16
4.2.3. Kolagen typu VIl ... ..o 16
4.2.3.1. Struktura kolagenu VIIl.................ocooiiiii 1T
4.3. Onemocnéni rohovky souvisejici s poruchou kolagenu.................ccccooeeienne. 19
4.3.1. FUChSOVA dyStrofie. ..o 20
4.3.1.1. Klinické projevy Fuchsovy dystrofie................cccccoiiiii, 20
4.3.1.2. Terapie Fuchsovy dystrofie.................cccccccc 21
4.3.1.3. Buné&né-molekularni zmény v rohovkach u pacientl s Fuchsovou
AYSEOfil. e 21
4.3.2. Zadni polymorfni dystrofie rohovky...........ccccoiiini 23
4.3.2.1. Klinické projevy zadni polymorfni dystrofie...................cccooon 23
4.3.2.2. Terapie zadni polymorfni dystrofie.............ccccccciiis 24
4.3.2.3. Bunééné-molekularni zmény v rohovkach u pacientl se zadni
polymorfni dystrofii............ccooeiiiii 24
4.3.3. KErAtOKONUS. ......oeeeieeiieiieee et eeet ettt e e e e e et ea e e e e e e e e e e e e e e e e s s s 26
4.3.3.1. Klinické projevy keratokonu ...............ccccooiiiiiiiiiiiii s 26
4.3.3.2. Terapie KeratoKONU.............ccooiiiiiiiiiiiiiii e 27
4.3.3.3. Buné&&né&-molekularni zmény v rohovkach u pacientd s keratokonem.27
5. Material @ poZité Metody.........c.cvviiiiiiiiiiiiit e 29
5.1. Soubor kontrolnich a patologickych rohovek.................ccccoiii 29
5.2. Ziskani @ ZpraCoVAaNi VZOTKU............cccooeiiiiiniiiiiii i 31
5.3. Nepfima imunohistochemie. ... 31
5.4. Protilatky proti kolagenu VI ..........ccooiriiiiiiiiii s 32



5.5. Zjisténi pracovni koncentrace protilatky pro detekci kolagenu Vil v lidské
TORNOVCE. ...t et 32
5.6. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type Vil Collagen..................... 33
5.6.1. Protokol - nepfima enzymova imunohistochemie s pouZzitim UltraTech HRP
(AEC) streptavidin-biotin peroxXidazy.............c...ccoeevieeeiiiieeineeee e, 33
5.6.2. Protokol - nepfima enzymova imunohistochemie s denaturaci citratem...33
5.6.3. Protokol - nepfima enzymova imunohistochemie s denaturaci ureou....... 34

5.6.4. Protokol - nepfima enzymova imunohistochemie na membranach Millicell

.................................................................................................................... 34

5.7. Pouziti protilatky GH3 anti a1CVIlL..........ooooi 35

5.8, HOANOCENI. .....ooiiiiiiiiiiiii ettt e 35

5.0, RT = PO R .. e 35

5.9.1. ProtoKol - PCR.......oooiee e 36

B. VYSIEAKY ...t 40

6.1. Koncentradni fada....................oo e 40
6.2. Nepiima enzymova imunohistochemie s pouzitim protilatky rabbit IgG

anti mouse MAP type VI Collagen.............uuuuiimiiiiiiiiiiin 42

6.2.1. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIii Collagen u
KontrolNich rOROVEK. .........couvviie i 42
6.2.2. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIl Collagen u pacient(
S Fuchsovou dyStrofii...........cccevvveiiiiiiiii 45
6.2.3. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIl Collagen u pacient
se zadni polymorfni dystrofii..............ccoccoccci 46
6.2.4. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type Vill u pacientd s
11 (o1 (o] 0 1=1 1 1 FH PO P PP 47
6.3. Nepiima enzymova imunohistochemie s pouzitim protilatky rabbit IgG

anti mouse MAP type VIl membranach Millicell.......................oo 48

6.4. Nepfima enzymova imunohistochemie s pouZitim protilatky 9H3 anti a1CVIil
.......................................................................................................................... 49
6.5. Polymerazova fetézova reakCe..............coceeeiiiiiiiiiiiiiii 50
T DISKUZE. ..o 52
8. AV ..o e e e —tee e ————aeee bt e e e et e e et e e aaas 54
9. Seznam pouZité Iteratury..............ccoiiiiiiiiiiii 55



2. Seznam pouzitych zkratek

AEC 3-amino-9-ethylkarbazol

BME Bazalni membrana epitelu

BSA Bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin

COLBA2  Gen pro fetézec a2 kolagenu VII

DM Descemetova membrana

ECM Extracelularni matrix

FD Fuchsova dystrofie

HRP Horse-radish peroxidase, kienova peroxidaza

IHC Imunohistochemie

KK Keratokonus

mRNA Mediatorova ribonukleova kyselina

rRNA Ribozomalni ribonukleova kyselina

oL Oko levé

OP Oko pravé

PAS Periodic Acid Schiff, histologické barveni

PBS Phosphate buffer saline, fosfatovy pufr

PCR Polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
SABC Streptavidin-biotin-komplex

TBS Roztok 0,05M Tris pufru a 0,9M NaCl v destilované vodé
TCF8 Gen pro transkrip&ni faktor 8

UK Univerzita Karlova

VFN VsSeobecna fakultni nemocnice

VSX1 Gen pro transkripéni faktor visual system homeobox gene 1
ZPD Zadni polymorfni dystrofie rohovky

1. LF 1. |ékarska fakulta



3. Uvod a cile

Rohovka je vysoce specializovana tkan s vysokym obsahem extracelularni
matrix (ECM). Z hlediska funk&nosti rohovky je nezbytna jeji prGhlednost, ktera je
zajiSténa pravé sloZzenim a pravidelnym uspofadanim jednotlivych komponent ECM.
Nejvétsi podil ECM rohovky je tvofen kolageny.

Zmény na drovni kolagen( jsou priivodnim znakem a &asto i pfi¢inou rGznych
onemocneéni. V této praci jsem se zaméfila na detekci zmén kolagenu VIl ve zdravych
rohovkach a rohovkach ziskanych od pacientli s Fuchsovou dystrofii, zadni polymorfni
dystrofii rohovky a keratokonem. Tyto choroby se vyskytuji pomérné &asto a maji
znaény klinicky vyznam.

Syntézou, strukturou, vyskytem a distribuci kolagenu v rlznych tkanich, i jeho
funkci v patologii riznych onemocnéni se zabyvala cela fada praci. Ve zdravych
rohovkach je kolagen VIl pfitomen v endotelu a v Descemetové membrané, ve které
tvofi hlavni strukturni sloZkou jeji hexagonalni sité vznikajici v embryonalnim stadiu.

Jeho role zde neni zcela prozkoumana.

Cilem této prace je :

1. podat literarni pfehled o vyskytu kolagenu VIiI v rohovce

2. lokalizovat kolagen VIII v jednotlivych vrstvach kontrolni rohovky

3. lokalizovat vyskyt kolagenu VIl v rohovkach pacientd s Fuchsovou dystrofii, zadni

polymorfni dystrofii rohovky a keratokonem, a porovnat jej s vyskytem ve zdravé tkani.



4. Piehled literatury

4.1. Anatomie a funkce rohovky

Rohovka se sklada ze Sesti vrstev (Obr. 1). Je to vysoce specificka tkan, ktera
lame a propousti svétlo. Spoleéné se sklérou tvofi pevny obal oka, ktery udrzuje jeho
tvar a poskytuje mu mechanickou ochranu i ochranu pred vstupem infekce. Rohovka
pfedstavuje pfedni Sestinu tohoto obalu a je na rozdil od skléry prihledna. Z vné;si
strany hraniéi se vzduchem, z vnitini s komorovou vodou. Ma tvar horizontalné ulozené
elipsy se stfedovou tloustkou 0,52 mm, smérem k periferii se ztlustuje na asi 1 mm
(Kraus, 1997). Zdrava rohovka je téméf avaskularni, je bohaté inervovana vétsinou
senzorickymi nervy pochazejicimi z optické vétve trigeminu (Nishida, 2005). Na
povrchu rohovky je slzny film, ktery spolu s rohovkou tvofi dynamicky systém (Rolando
et al., 2001).

Obr.1 Rez lidskou rohovkou (parafinovy fez, barveni Harrisovym hematoxylinem)

epitel
bazalni membrana

Bowmanova vrstva

— stroma

Descemetova membrana
— endotel



Sizny film pokryva epitel rohovky a spojivky ve vrstvé silné 7-10 ym a vytvafi
hiadky povrch, ktery zlepSuje refrakci rohovky a umoziuje vznik ostrého obrazu na
sitnici. Dale zajiStuje pfisun kysliku a Zivin pro povrchové vrstvy rohovky, zvihéuje jeho
povrch, zajiStuje hladké klouzani viéek po povrchu rohovky a odstrafiuje z néj bakterie
a odlougené epitelové bunky (Rolando et al., 2001).

Sizny film se sklada ze tfi vrstev, které jsou produkovany riznymi typy Ziazek v
oblasti o¢ni Stérbiny. Zevni lipidova vrstva ma tloustku 0,1 uym a je secernovana
Meibomovymi, Zeissovymi a apokrinnimi Mollovymi Zlazami. Obsahuje volné mastné
kyseliny, cholesterol, triglyceridy, sterolové estery, polarizované a nepolarizované
lipidy. Tato vrstva zvySuje povrchové napéti sizného filmu, zabraiuje pretékani siz pres
okraj vicka a ochrariuje povrch oka pfed rychlym odpafovanim do okoliniho prostoru
(Rolando et al., 1985). Stiedni vodna vrstva tvofi 90 % objemu siz a zajiStuje
zvihéovani a vyZivu rohovky (Pitrova, 2002). Obsahuje elektrolyty, mineraly, enzymy a
dalSi proteiny. Na ochrané pied vstupem infekénich agens se vyznamné podileji
lysozym a imunoglobuliny. Vodna vrstva vznika sekreci orbitaini a palpebraini &asti
slzné Zlazy, dale pak sekreci pfidatnych Krauseovych a Wolfringovych Zlaz. Vnitini
mukézni vrstva o tloustce 0,02 — 0,05 pym se spojuje s normainé nesmadcivymi
mikrofasami rohovkovych epitelialnich bunék, vyrovnava nerovnosti rohovky a
umoziiuje tak pfilnuti daiSich vrstev slzného filmu. Vznika sekreci poharkovych bunék
spojivky. Obsahuje komplex mukézniho glykoproteinu, proteinovych elektrolytd a
bunééného materidlu. Snizuje povrchové napéti a zménou hydrofobniho povrchu na
hydrofilni pfispiva k zachovani intaktnosti sizného filmu (Pitrova, 2002).

Epitel je zevni vrstvou rohovky o tloustce asi 50 ym. Sklada se z 5 — 7 vrstev
bunék s dobrou a rychlou regeneraéni schopnosti v sedmi az étrnactidennim cykliu
(Gipson, 1994). Vnitini vrstvu tvofi vysoké cylindrické bufky, které se smérem
k povrchu zakulacuji a zevni vrstvu tvofi jiz velmi tenké ploché buiiky. Buriky bazaini
vrstvy jsou schopny proliferace a obsahuiji vice bunéénych organel nez buriky hornich
vrstev, které se z nich diferencuji. PIné diferencované povrchové buiiky se z povrchu
oka odlupuji a jsou odplavovany sizami. Zachovani hiadkého povrchu epitelu spolu se
spravnou funkénosti sizného fiimu je podstatnou souéasti optického refrakéniho
systému oka. Epitel se také jako nejzevné&jSi vrstva podili na ochrané oka pfed
mechanickym poskozenim i pfed vstupem infekce. Kromé epitelialnich bunék se v

epitelu nachazeji Langerhansovy buiiky. Jsou to dendritické antigen prezentujici
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buriky; jejich poget se zvySuje od centra smérem k periferii a vyznamné se podileji na
imunitni ochrané oka (Nishida, 2005).

Bazalni membrana rohovkového epitelu (BME) je asi 50 nm silna a sklada se
hlavné z kolagenu IV, lamininu, fibronektinu, kolagenu VII, fibrinu a proteoglykant,
produkovanymi bufikami epitelu. Pomoci hemidesmozomu jsou zde zakotveny buiiky
epitelu. Bazalni membrana hraje roli pfi hojeni epitelu, udrzuje polaritu epitelovych
bunék a je nezbytna pro zachovani funkce epitelu (Gibson, 1994, Nishida, 2005).

Bowmanova vrstva je asi 12 um silnd nebunééna vrstva kolagennich fibril a
proteoglykanl. Z kolagen jsou zde zastoupeny pfedevsim typ | a lll, dale pak typ VII
podilejici se na ukotveni bazalnich bunék epitelu. V soutasnosti je povaZzovana za
pfedni vrstvu stromatu. Jeji funkce neni zcela jasna. Uvazuje se o ni jako o potiebné
bariéfe mezi buiikami stromatu a epitelu, ktera zaroven slouzi jako podpora pro jeho
spravnou funkénost. Bylo v8ak prokazano, Ze se epitel miize regenerovat i v pfipadé,
Zze Bowmanova vrstva chybi (Gibson, 1994, Nishida, 2005).

Stroma je nesilné;jSi vrstvou rohovky. Jeho tloustka je kolem 500 um, tvofi tedy
vice nez 90 % jeji celkové tloustky. Stroma je slozeno z extracelularni matrix
produkované keratocyty (stromalni fibroblasty). Pro svou vysoce specifickou
organizovanost a prihlednost je stroma povaZovano za unikatni pojivovou tkan.
Buné&na slozka tvofi jen asi 2 — 3 % z celkového objemu stromatu, zbytek pfipada na
slozky mezibunééné hmoty, kolageny (pfedevSim typu I, Ill, IV, V a VI) a
glykosaminoglykany. Hlavnim glykosaminoglykanem rohovky je keratan sulfat, dale
pak chondroitin sulfat a dermatan sulfat (Nishida, 2005). Glykosaminoglykany jsou
soudasti proteoglykanl, skladajicich se z proteinového jadra a glykosaminoglykand,
poloysacharidovych fetézcii slozenych 2z disacharidovych jednotek. Uvedené
glykosaminoglykany maji schopnost vazat a zadrzovat velké mnozstvi vody, za
fyziologickych podminek ji stroma obsahuje asi 80 %. K zachovani hydratace je
bezpodmine¢né nutna integrita a funkénost endotelu branici pfed prosakovanim
komorové tekutiny do stromatu a tim pfed vznikem edému a naslednym zakalem
rohovky. Kolagenni fibrily jsou shodné tloustky (asi 30 nm) a vzdalenost mezi nimi se
neli§i o vic nez 42 nm. Kolagenni fibily vytvafi ve stromatu kolem 300 paralelné
uspoiadanych lamel (Hamada et al., 1972, Meek and Boote, 2004). Toto pravidelné
uspofadani je hlavnim divodem rohovkové transparence a zabezpeluje to, Ze
stromatem pronikajici svételné paprsky nejsou ve svém prubé&hu ovlivitovany.
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Descemetova membrana (DM) je bazalni membranou rohovkoveého endotelu a
je produkovana jeho burikami. Je tvofena pfedevSim kolagenem typu IV, VIII,
lamininem a fibronektinem (Ljubimov et al., 1995). Obsahuje elasticka vlakna, ktera ji
davaji pruznost. Je velmi odolna vuéi vstupu infekce do vnitini &asti oka i
mechanickému poskozeni. V elektronovém mikroskopu muzeme odliSit dvé casti
Descemetovy membrany. Pfedni, pruhovana (anterior banded layer), zaujima tenci
¢ast membrany (asi 3 - 4 um). Formuje se jiz b&hem intrauterinniho vyvoje a v priabé&hu
Zivota se jeji tloustka ani struktura neméni. Obsahuje predevsim viakna kolagenu typu
VIII, ktera jsou uspofadana do hexagondlni sit¢ (Sawada et al, 1990). Zadni &ast
membrany je amorfni (posterior non-banded layer) a podobné jako ostatni bazalni
membrany je tvofena predevSim kolagenem IV. V priubéhu Zivota je kontinualné
produkovana a jeji tloustka se s vékem zvysuje, v 10 letech je tlusta priblizné 2 ym, v
80 letech asi 10 um (Gibson, 1994).

Endotel tvofi jedna vrstva pravideln& uspofadanych, vétsinou hexagonalnich
bunék o tloustce asi 5 um. Denzita endotelovych bunék je po narozeni 6000/mm?. Po
narozeni dochazi k zastavé proliferace téchto bunék. K obnové celistvosti endotelu
(roéné odumira asi 0,6% bunék) dochazi posunovanim okolnich bunék na misto
poskozeni a jejich rozprostiranim (Bourne et al., 1997). Pfedni povrch bunék endotelu
je hladky a navazuje na Descemetovu membranu. Zadni povrch tvofi zahyby, ktere
vy€nivaji do predni komory; maximalizuje se tak plocha, kterd je v kontaktu s
komorovou tekutinou. Hlavni role endotelu spociva v od&erpavani vody ze stromatu, a
tim udrzovani jeho transparence. Tekutina, ktera pasivné pronika do stromatu z pfedni
komory vlivem negativniho stromalniho tlaku, je od&erpavana zpé&t souhrou rady
pasivnich i aktivnich mechanismt (Bonanno, 2003). Pfi poklesu denzity endotelu pod
1000 bun&k/mm? dochazi ke ztraté funk&nosti endotelu, hydrataci stromatu a zakalu

rohovky.
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4.2. Kolageny

Kolageny pfedstavuji Sirokou skupinu Zivoéi§nych bilkovin, tvofi tietinu celkové
bilkovinné hmoty obratlovch. Biologicky vyznam téchto strukturalnich proteind spociva
ve vytvareni hlavni organické slozky podplrného systému organizm(; kosti, $lach,
chrupavek, vaziva, kize. Kolageny jsou i vyznamnou sloZkou cévnich stén a bazalnich
membran. Jedna se o skupinu rlznorodou, jejich spoleénym znakem je struktura
trojSroubovice, kterou vytvareji, a jejich lokalizace v extracelularni matrix. V
soucasnosti rozeznavame 27 rlznych typa (I — XXVII) kolagenl (Prockop a Kivirikko,
1995), liSicich se strukturou i funkci (Tab.1).

Tab. 1 Pfehled kolagenl s nej¢asté&j§im vyskytem, zastoupeni jejich fetézcl a

lokalizace (zpracovano dle Myllyharju a Kivirikka, 2001).

Typ Slozeni Vyskyt a funkce

R [at(D)]2a2(1) kGze, $lachy, kosti, plice, aorta

Il. [a1(ID]3 hyalinni chrupavka

lil. [a1(lID]3 kGze, §lachy, plice, aorta

V. [a1(IV)]202(1V) bazalni membrany, ¢asto spoleéné s |

V. [a1(W)]202(V) novotvary

VL at(Vha2(Vha3(Vl) intersticialni tkan

VIL. [a1(VID)]s epitel

VIII. [a1(VIID)]2a2(VIII) nékteré burky endotelu, cévy

IX. at(1X)a2(IX)a3(1X) spolu s typem Il v chrupavkach
soucast hypertrofujicich a mineralizujicich

X. [a1(X)]s chrupavek

XI. at(Xha2(Xha3(ll) chrupavka

XIl. [a1(XI)]3 vyskytuje se spoleéné s typy | a lll

XIIL. [a1(XIID]3 rizné tkané

XIV. [a1(XIV)]3 v mnohych tkanich spoleéné s |

XV. [a1(XV)]3 bazalni membrany

XVI. [a1(XVD)]3 ruzné tkané

XVIl. [a1(XVID]3 hemidesmozomy v kGzZi

XVIiL. [a1(XVID]3 bazalni membrany

XIX. [a1(XIX)]s bazalni membrany
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Na zakladé supramolekularniho uspofadani muzeme kolageny rozdélit do nékolika
skupin (podle Prockopa a Kivirikka, 1995 a lhanamakiho et al., 2004))
« kolageny tvofici fibrily: I, Il, lll, V, X1, XXIV, XXVII,
« kolageny tvofici sit: IV, VIII, X,
* kolageny filamentarni: VI,
* kolageny FACIT (kolageny asociované s fibrilami s pferusenim
trojSroubovice): IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI ,
« kolageny tvofici kotvici fibrily: VII,
* kolageny s transmembranovou doménou: XIII, XVII, XXIII, XXV,
« kolageny obsahujici endostatin: XV, XVIII,

* kolageny s neznamym vyskytem nebo uspoiradanim: XXII, XXVI.

Stejné jako ostatni bilkoviny jsou kolageny tvofeny aminokyselinami, specificka
struktura kolagenu zavisi na uspofadani aminokyselinovych zbytk( v primarni strukture
polypeptidickych fetézcl. Charakteristickym znakem jejich primarni struktury je
aminokyselina glycin, ktera se opakuje v sekvenci Gly-X-Y, kde X piedstavuje
nejcastéji alanin nebo prolin a Y hydroxyprolin (Ihanamaki et al., 2004) To podmifiuje
jejich prostorovou strukturu.

Biochemickymi analyzami bylo zji§téno, Ze dominantnim typem u ¢&lovéka i u
ostatnich savcl je kolagen typu |. Ten je také pfitomen témér ve vSech strukturach
oka. Dale jsou zde vyznamné zastoupeny kolagen typu Il (vice nez 10%), V (asi 5%) a
VI (Marshall et al., 1993).

4.2.1. Vznik kolagenu

Kolagenové molekuly jsou syntetizovany v drsném endoplazmatickém retikulu
jako jednoduché pro-alfa fetézce. Ty jsou kédovany jednotlivymi geny. V drsném
endoplazmatickém retikulu dochazi za pfitomnosti fady enzymi k post-translaénim
modifikacim, jako jsou hydroxylace prolinu a lysinu a glykosylace hydroxyprolinu
(Michelacci, 2003). Témito Gpravami dochazi k prodluZovani fetézci a vytvareni
stabilnich vazeb mezi jednotlivymi fetézci. Vzdy tii pro-alfa fetézce se v bufice spojuji
do levotodivé trojSroubovice, oznacované jako prokolagen. Zakladnim predpokladem
vzniku trojSroubovice je glycin, ktery je kazdou treti aminokyselinou v fetézci (Kadler et
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al., 1996). U nékterych typli kolagenu jsou vSechny a fetézce identické, u nékterych je
molekula tvofena dvéma az tfemi rliznymi fetézci (Marshall et al., 1993).

Prokolagen je bufikami sekretovan do cytoplazmy, kde dochazi k
enzymatickému odstépeni C — terminalniho a N — terminainiho peptidu a vzniku
zralého funkéniho kolagenu (Prockop and Kivirikko, 1995). Molekula ziskava schopnost
agregovat do kolagennich fibril o priméru 10 - 300 nm, ty pak tvofi jednotliva kolagenni
vidkna o primeéru 0,5 — 3 pm a délce az nékolik milimetra (Nishida, 2004).

4.2.2. Kolageny v rohovce
V rohovce se kolagen nachazi ve velkém mnozstvi, tvofi asi 70 % jeji suché

hmotnosti. Patfi tedy k nejvyznamnéj§im slozkam extracelularni matrix rohovky. V

rohovce se kolageny nachazeji pfedevs§im ve stromatu a bazainich membranach: BME
a DM.

Tab. 2 Piehled vyskytu kolagen(i v rohovce (zpracovano dle Marshalla et al., 1993).

Rohovka Typ kolagenu
Embryogeneze LILIV,V VILVIIIIX
Bazalni membrana Iv,VLVII
Bowmanova vrstva LULVII

Stroma LIV, VI
Descemetova membrana IV,VLVIII

Stroma a Bowmanova vrstva

Ve stromatu byly imunohistochemicky (svéteinou i elektronovou mikroskopii)
detekovany kolageny |, lll, V a VI. Prvni tfi typy se vyskytuji spole¢né ve stromainich
fibrilach, typ VI se nachazi v mezifibrilarni hmoté. Nejvice je zastoupen kolagen | ve
formé tésné usporadanych a vysoce organizovanych fibril, coz dava stromatu pevnost
v tahu. Kolagen Il je zastoupen jen v mensim mnoZstvi, ale s rostoucim vékem muze
jeho obsah stoupat a podilet se na vzniku rGznych patologickych stavi (Michelacci,
2003). Kolagenni fibrily ve stromatu maji jednotny pramér (22,5 — 35 nm) a vzdaienost
mezi jednotlivymi viakny je pravidelna (41,4 + 0,5 nm), orientace i vzdalenost
kolagennich viaken je vyznamné regulovana vazbou na proteoglykany (zejména

keratan sulfat, dale dermatan sulfat, chondroitin suifat). Jejich vyznam spodiva ve
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schopnosti vazat a zadrzovat velké mnoZstvi vody, tim se podileji na hydrataci
stromatu a udrZovani pravidelné vzdalenosti mezi kolagennimi vlakny (Meek and
Boote, 2004).

Pfedni &ast stromatu je tvofena bezbuné&nou Bowmanovou vrstvou, ktera je
tvofena pfedevSim kolageny typu | a Ill. Je zde pfitomen i kolagen VII, ktery tvofi
ukotvovaci vlakna mezi hemidesmozomy a ukotvujicimi plaky ve stromatu (Gibson et
al., 1987).

Bazalni membrana epitelu

Dulezitou roli hraji kolageny v bazalni membrané epitelu. Buiiky epitelu jsou
ukotveny k bazalni membrané. Na ukotveni se podili zejména kolagen typu VIl ve
formé& kotvicich fibril. V BME se dale nachazi kolagen VI ktery tvofi sitovou strukturu
(Marshall et al., 1993).

Descemetova membrana a endotel

V pfedni ¢asti DM se nachazi kolagen VIII. Ten je hlavni strukturni slozkou
hexagonalni sit¢ DM, ktera vznika jiz v embryonalnim stadiu (Sawada et al.,1990).
Jeho role neni zatim zcela prozkoumana. Je mozné, Ze poskytuje strukturalni oporu
pfed tlakem komorové vody z pfedni komory. V oblasti amorfni ¢asti DM pfiléhajici k
endotelu byl lokalizovan kolagen typu IV. Dale byly mezi zadni vrstvou a nejzadnéjsi
lamelou objeveny typy V a VI, které by zde mohli plnit funkci spojeni Descemetovy
membrany a rohovkového stromatu (Marshall et a/, 1993). V burikach endotelu byl
detekovan kolagen VIl (Gottsch et al., 2005a).

4.2.3. Kolagen VIl

Kolagen typu VIl je nefibrilarni kolagen s kratkym fetézcem, ktery byl prvné
identifikovan v roce 1980 jako produkt endotelovych bunék hovézi aorty, proto byl
pavodné oznacovan jako endotelidlni kolagen (Shuttleworth, 1997). Nasledné bylo
prokazano, Ze tento typ kolagenu je produkovan rtznymi buikami endotelu, lidskymi
fibroblasty, byl pozorovan v mozkovych plenach, miSe, optickém nervu, periosteu a
perichondriu, je také produkovan nékterymi nadorovymi burikami. Vyskytuje se bézné
v zarodeénych tkanich, zejména v téch s hojnym cévnim zastoupenim.

Casto se vyskytuje v bazalnich membranach, zejména v subendotelialnich.
Stale vSak neni jasny jeho vztah ke kolagenu IV a dal§im slozkam bazalnich membran.
V bazalni laminé bunék hladkého svalstva jeho pfitomnost vyznamné ovliviiuje fenotyp

16



téchto bunék (Shuttleworth, 1997). Ma vliv na migraci bunék hladkého svalstva jako
nasledek po cévnich poranénich. Hraje dulezitou roli v procesu angiogeneze a
remodelace tkani. Ma vztah k mikrofibrilam elastickych tkani, i kdyz neni pfimo jejich
soucasti ani soulasti elastickych vlaken. Neni v8ak jasné, jestli ve vSech téchto
pfipadech je totozné supramolekularni usporadani tohoto kolagenu.

Vyznamna je jeho role v embryogenezi rohovky. Pruhovana vlakna pfedni vrstvy
DM, ktera se tvori zarodeéné od &étvrtého mésice Zivota plodu, jsou tvofena predevsim
kolagenem typu VIII. Po narozeni dochazi k utlumeni syntézy kolagenu VIII bufiikami
endotelu, ty jsou nasledné preorientovany na syntézu kolagenu typu IV, ktery utvari
zadni nepruhovanou vrstvu DM (Murray et al., 1993).

4.2.3.1. Struktura kolagenu Vil

Kolagen VIII se skldada ze dvou riznych a-fetézcl o podobné molekulové
hmotnosti (60 000). Jednotlivé fetézce jsou kédovany geny, gen COL8A1 pro fetézec
a1 a COL8A2 pro fetézec a2. Spolu s kolageny typu IV a X patfi do skupiny kolagenu
tvofici sit. Sit je tvofena vrcholovymi, v elektronové mikroskopii patrnymi uzly
navzajem spojenymi tyCovitymi utvary. Experimenty in vitro bylo zjisténo, ze jednotlivé
¢asti ve tvaru &inky jsou 160 nm dlouhé, vzajemné adheruji na zakulacenych koncich a
tak tvofi Sestiuhelnikové utvary (Sawada et al.,1990). V DM tvofi tyto Gtvary nékolik
vrstev uspofadanych paralelné s povrchem membrany. Struktura hexagonalni sité
zaru¢uje DM odolnost vici vnéj§imu tlaku i tlaku komorové tekutiny z pfedni komory.
Toto supramolekularni usporadani vytvafi kolagen VIl nejen v DM, v ni je v8ak pomoci
elektronového mikroskopu velmi dobre viditelné a popsané (Brown and Timpl, 1995).

Nékterymi svymi vlastnostmi se kolagen VIII odliSuje od ostatnich typd kolagend.
Je to hlavné vys$si citlivost viéi pepsinu, sekrece za nepfitomnosti prolyl nebo lysyl
hydroxylace a malé mnozstvi disulfidickych vazeb mezi fetézci (Sage et al., 1983).

Podle nékolika praci zabyvajicich se studiem kolagenu VIII, vytvafi molekulu s
heterotrimerickou strukturou ze dvou a1 a jednoho a2 fetézce oznalovanou jako
[a1(VIID]2a2(VIII) (Shuttleworth, 1997, Brown and Timpl, 1995). Greenhill a kol. v8ak
zverejnili praci, ve které detekovali jednotlivé a1 a a2 fetézce a jejich vyskyt nebyl
jednotny v rlznych typech tkani, napfiklad v rohovce, aort¢ a optickém nervu.
Domnivaji se, ze kolagen VIII se nachazi i v usporadani [glQ/lID]; a [a2(VIII)]3
(Greenhill et al., 2000).
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Obr. 2 ukazuje pfedpokladanou strukturu fetézcl a1l a a2 v kolagenu VIl i s
pfibliznymi velikostmi jednotlivych komponent hexagonalni sit¢ v Descemetové
membrané. Na obou koncich se nachazeji nekolagenni zbytky (Kapoor et al., 1988), na

obrazku jsou vyznaceny tmavé.

Obr. 2 Struktura kolagenu VIII (zpracovano dle Shuttlewortha, 1997). Vlevo jsou
jednotlivé fetézce a1 a a2, dole obrazek troj$roubovice, do které se skladaji. Jednotlive

trojSroubovice pak tvofi hexagonalni uspofadani v DM (obrazek vpravo).
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4.3. Onemocnéni rohovky souvisejici s poruchou kolagenu

Zmény na urovni produkce strukturainé defektniho kolagenu nebo snizené
produkce kolagenl byly zaznamenany u fady onemocnéni a éasto mohou byt i jejich
pfi¢inou. U nékterych onemocnéni byva postiZzeni rohovky jedinym znakem choroby,
vétSinou se vSak jedna a postizeni vice organ(. Pfikladem onemocnéni, které vznika
na podkladé mutace genu kédujiciho kolagen, je Fuchsova dystrofie (Gottsch et al.,
2005b). Genova mutace vede ke zméné pofadi aminokyselin v a2(VIIl) fetézci, to ma
vliv na tvorbu intramolekularnich vazeb a tim i na celkovou strukturu proteinu.

Mutace v tomto genu byly detekovany také u dvou pacientd se zadni polymorfni
dystrofii (Biswas et al., 2001). Dale byl v patologickém endotelu rohovek ziskanych od
pacientd se zadni polymorfni dystrofii popsan ektopicky vyskyt a3 fetézce kolagenu IV,
podminéném mutacemi v genu pro transkripéni faktor TCF8 (Krafchak et al., 2005).

U keratokonu, jednoho z nejCastéji se vyskytujicich oénich onemocnéni, byly
zZjiStény abnormality v organizaci stromalnich lamel s nerovnomérnou distribuci
kolagennich vlaken. Ve srovnani s normalni rohovkou bylo zaznamenano sniZeni
vyskytu kolagenu IV (Kenney et al., 1997).

Zmény extracelularni rohovkové matrix, véetné ektopické akumulace nékterych
fetézcl kolagenu IV byla prokazany i u fakické a afakické bulézni keratopatie jako
soucast postupuijici fibrézy (Ljubimov et al., 1996)

Dal$i dédiéné choroby, jejichz nasledkem je tvorba abnormalniho kolagenu jsou
napfiklad osteogenesis imperfecta, Ehlersiv — Danlostiv syndrom nebo Alportiv
syndrom (Kivirikko, 1993).
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4.3.1. Fuchsova dystrofie

Fuchsova dystrofie (FD) je Casté oboustranné postizeni rohovky, které je
indikovano vetsinou mezi 40. a 50. rokem Zivota. Jeho dédi¢nost neni jednoznaéné
stanovena, byl vSak popsan autozomalné dominantni pfenos. Trikrat az Ctyfikrat Castéji
se toto onemocnéni vyskytuje u Zzen nez u muzl. Charakteristickd je pro toto
onemocneni tvorba gut, drobnych prominenci DM smérem do pfedni komory oka (Obr.
2). U FD byly popsané mutace pro fetézec a2 kolagenu VIII (COL8A2) (Biswas et al.,
2001). Rozlisujeme dva typy Fuchsovy dystrofie — s manifestaci v raném a pozdnim
véku (Gottsch et al., 2005a).

Obr. 3 Fuchsova dystrofie, A - na §térbinové lampé. B - fez rohovkou (barveni PAS),
zobrazeno stroma, DM a endotel s charakteristickymi gutami (zdroj:

http://www.altasophtalmology.com)

4.3.1.1. Klinické projevy Fuchsovy dystrofie

Klinicky se FD projevuje v nékolika fazich. V prvni fazi je pacient
asymptomaticky, ale v zadni ¢asti rohovky se objevuje pigmentace, Descemetova
membrana je matna a ztlustéla, zrakova ostrost zistava zachovana. V druhé fazi jiz
pacient vidi zamlzené a rozmazané (Weisenthal et al., 2005). Progredujici dystrofie
vede k postupné dekompenzaci endotelu a stromalnimu i epitelovému edému rohovky.
Ten se nejdfive objevuje v podobé malych, ¢irych cyst, postupné se zdrsiuje jejich
povrch a zvétSuji se. Vznikaji buly které mohou praskat a plsobit pacientovi bolest
(Bergmanson et al., 1999). Dochazi k centralnimu ztluStovani rohovky coz vede ke

zhor§eni vizu, nejprve rano po probuzeni, pozdéji zhorsené vidéni pretrvava po cely
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den. Ve fieti fazi ustupuje edém epitelu, nedochazi jiz k praskani bul. Pacient se citi
lépe, neobtéZuje ho bolest, vizus je vS§ak velmi $patny a citlivost rohovky je snizena.
Stav Casto komplikuji zvySeny nitrooéni tlak, periferni neovaskularizace a epitelové
eroze.

Onemocnéni s charakteristickou tvorbou gut bez progrese se ozna&uje jako

cornea guttata a je povaZzovano spise za degeneraci (Kraus, 1997, Krachmer, 1985).
4.3.1.2. Terapie Fuchsovy dystrofie

Pacienti s ranym stddiem FD byvaji sledovani kvili pfipadné progresi
onemocnéni, obvykle bez nutnosti Iééby. V dalSich stadiich, kdy dochazi pro
nedostate¢nou funkci endotelu k edému, je terapie nezbytna. Konzervativni lé¢ba v
podobé aplikace hypertonického roztoku (5% roztok NaCl) se podava v pfipadé
mensiho epiteliainiho edému. Dale se doporuuje aplikace horkého vzduchu (z
horkovzdusného fénu), a to zejména po ranu, kdy je edém nejvétsi (Weisenthal et al.,
2005). Pro zmirnéni bolesti zplsobené praskanim epitelialnich bul se pacientim
aplikuji mékké hydrogelové kontaktni Cocky a vysokym obsahem vody. Praskajici buly
zpUsobuiji jizveni rohovky, pacientovi hrozi sekundarni infekce, dochazi k velkému
zhor$eni zrakové ostrosti a pretrvavajicim bolestem (Weisenthal et al., 2005). Pokud je
symptomaticka lé¢ba neuspésna, indikuje perforujici & zadni lamelarni keratoplastika
(Brady et al., 1989) . DalSi Ié¢ba se pak odviji od pfidruzenych komplikaci.

4.3.1.3. Bunééné-molekularni zmény v rohovkach pacientt s Fuchsovou dystrofii

Patologicky zménéné endotelové buriky produkuji 2zvySené mnoZstvi
extracelularni matrix abnormalniho sloZeni (Levy et al., 1995). Mezi endotelem a zadni
pruhovanou vrstvou DM se vytvafi patologicka fibrilarni vrstva, zadni kolagenni vrstva,
ktera zpusobuje ztlu$téni DM (Gottsch et al., 2005a). Ta se sklada z pruhovanych
vlaken (100 nm) orientovanych do rGznych smérd, strukturou podobnych t&m v piedni
vrstvé membrany. Mezi nimi jsou roztrouSené chomade tvofené "wide spaced"
kolagenem (Adamis et al., 1993). Vznikajici patologickda DM ma tlou$tku 4 — 5 pym,
celkové pak
8 — 10 ym, u nékterych pacientd i 20 ym. Pfedni pruhovana vrstva ma normalni

tloustku i pruhovani. Zadni nepruhovana vrstva vykazuje spi$e ztenéeni a mazZe i Gplné
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chybét. Tato vrstva se vychlipuje ve form& gut, které mohou mit nejruzné&jsi tvar
(houbovity, kulovity). Ukladani patologické zadni kolagenni vrstvy je masivnéj$i u FD s
ranym vyskytem, kdy depozita vznikaji jiz b&hem fetalniho vyvoje (Gottsch et al.,
2005a). Zmény v DM jsou dobfe patrné ve svételné i v elektronové mikroskopii
(Weisenthal et al., 2005).

Pravdépodobné na zakladé interakci mezi patologickymi burfikami endotelu a
extracelularni matrix DM dochazi k deformaci endotelu, buiiky se zmen$uji a méni se
jejich pivodné hexagonalni tvar na polymorfni (Bergmanson et al., 1999).

Nad prominencemi Descemetovy membrany se endotelové bufiky zten&uji a
prestavaji souvisle kryt zadni plochu rohovky. Vznikajici mezery se organizmus shazi
vyplnit zvétSovanim zbyvajicich bunék. Pokles hustoty pod 1000 bun&k/mm? je kriticka
hodnota, pfi které se zadina tvofit edém (Adamis et al., 1993).
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4.3.2. Zadni polymorfni dystrofie rohovky

Je to oboustranné, pomalu progredujici onemocnéni, které se prvné projevuje
nejCastéji ve 3. az 5. dekadé zivota. Postihuje Castéji zeny nez muze, dédi¢nost je
autozomalné dominantni (Cibis et al., 1977). Obvykle se objevuje bilateralné, nékdy
asymetricky. Ma relativné pfiznivou prognézu, asto je to onemocnéni stabilni a bez
symptomi. Podle dostupnych adaji se ve svété vyskytuje asi 300 pacientdl s touto
chorobou, z toho téméf polovina v Ceské republice, a to zejména v oblasti Klatov v
zapadnich Cechach (Kraus, 1997). U c&eskych pacientd se vétSinou nejedna o

nezavazné onemocni (Gwilliam et al., 2005).

Obr. 4 Zadni polymorfni dystrofie rohovky, v zrcadlovém mikroskopu, vievo endotel
kontrolni rohovky s pravidelné uspofadanymi endotelovymi bufikami, vpravo ZPD se

zvétSenymi polygonalnimi buriikami.

4.3.2.1. Klinické projevy zadni polymorfni dystrofie

Prvnim pfiznakem tohoto onemocnéni byva nej¢astéji snizena zrakova ostrost,
u nékterych pacientl vSak z(stava zachovana. Méné casto je prvnim pfiznakem
bolest, pozdé&ji se objevuje edém rohovky, jehoz trvani je umérné zavaznosti
patologickych zmén.

Klinicky obraz této dystrofie se projevuje vznikem drobnych okrouhlych nebo
ovalnych lozisek s sedavym halo na urovni endotelu a Descemetovy membrany, které
pozorujeme na $térbinové lampé. Tento typ oznadujeme jako loZiskovy. Druhy typ -
geograficky, se projevuje jako rozsahlej$i nepravidelné plochy abnormalniho endotelu.
V nékterych pfipadech nejsou biomikroskopicky patrny zadné zmény, zjitujeme je

zrcadlovou mikroskopii endotelu (Obr. 4). V takovém prfipadé se jedna o celularni typ.
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U Casti pacientl jsou tyto zmény provazeny plosnym zasednutim DM, edémem
rohovky, iridokornealnimi perifernimi adhezemi, atrofii stromatu duhovky a ektropiem
pigmentového listu duhovky (Kraus, 1997). Edém rohovky je pfitomen u 30 — 50 %
pacient( a sekundarni glaukom u zhruba 20 % pacienti. Pfi pozorovani v odrazeném
svétle jsou leze 0,1 — 1 mm velké, ostie ohraniené oblasti s lehce ztlustélymi okraji,
nebo se jevi jako tmava mista narusujici endotelovou mozaiku. Mohou obsahovat
shluky bunék. Nékdy jsou popisovany jako prohloubeniny DM, vypinéné fibrilarnim
nebo kolagennim materialem (Weisenthal et al., 2005). Endotelové buriky obklopujici
léze mohou byt normalni nebo mensi velikosti, nahlouéené k sobé&, nejtastéji vSak
zvétSené, pleomorfni.

4.3.2.2. Terapie zadni polymorfni dystrofie

Lé¢ba je u fady pacientd symptomaticka. Divodem pravidelného sledovani
pacienta je zvy8eny nitrooéni tlak. Ke zvySeni nitrooéniho tlaku dochazi patrné v
dusledku prerGstani abnormalnich bunék epitelu pfes komorovy Ghel. Pfi nedostateéné
kompenzaci vysokého nitroo&niho tlaku léky pfichazi na fadu trabekulektomie,
pfipadné transplantace rohovky (Weisenthal et al., 2005).

4.3.2.3. Bunééné-molekularni zmény v rohovkach pacienti se zadni polymorfni
dystrofii

ZPD mlze byt asociovana s nékolika mutacemi. Prvni popsanou mutaci byla
mutace genu VSX1 na 20. chromozdému v oblasti p11 — g11 (Héon et al., 1995). Dale
byly detekovany mutace genu kodujiciho a2 fetézec kolagenu VIII (COL8A2) (Biswas
et al., 2001). U jednoho pacienta byl popsan ektopicky vyskyt a3 retézce kolagenu IV,
snad podminé&ny mutacemi v genu pro transkripéni faktor TCF8 (nové oznacovany jako
ZEB1) (Krafchak et al., 2005).

Histopatologicky je zakladnim znakem zadni polymorfni dystrofie epitelizace
endotelovych buné&k. Abnormalini endotel tvofi v okrscich vrstvu sloZzenou aZ ze Sesti
fad bunék, na jejich povrchu jsou mikroklky, maji spojeni typu desmozomi a
cytoplazmaticka cytokeratinova filamenta (Krachmer, 1985). Proces epitalizace
pravdépodobné spodiva v postupné pfeméné plivodné endotelovych bunék za ucasti
zménéné DM. Zatim neni objasnéno, co je pfi¢inou vzniku téchto bunék. Kromé
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epitelizovanych bunék byly na zadni plo$e rohovky vedle normalnich endotelovych
bunék identifikovany i zmensené a zdegenerované endotelové buriky a buriky jevici se
jako fibroblasty (Richardson et al., 1985).

Descemetova membrana ma vétsinou normalmi predni pruhovanou vrstvu. U
pacientll se zadni polymorfni dystrofii ji nachazime ztenéenou s nehomogennim
pruhovanim, misty mGze chybét Upiné. Zadni nepruhovana vrstva byva vice &i méné
postiZena patologickym ukladanim komponent extracelularni matrix, zejména
kolagentl; €asto se jevi jako mnohovrstevna. Tyto vrstvy obsahuji shluky malych
kolagennich viaken se 100 nm pruhovanim, pfipominajici pfedni pruhovanou vrstvu.

Formovani kolagenni vrstvy zplsobuje celkové ztlu§téni DM (Krachmer, 1985).
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4.3.3. Keratokonus

Keratokonus je onemocnéni charakterizované abnormalnim vyklenovanim a
soucasnym ztencovanim rohovky. Je vétSinou oboustranné s asymetrickou
manifestaci. MUZe byt vrozeny, ale obvykle se manifestuje v obdobi puberty nebo
kratce poté; k jeho rozvoji Casto dochazi ve 3. dekadé Zivota. Vyskytuje se &asté&ji u
Zen nez u muzl, a to v poméru 2:1. Mize se vyskytovat ve spojeni s Downovym
syndromem, atopii, vernalni keratokonjunktivitidou, retinitis pigmentosa nebo

Marfanovym syndromem (Kraus, 1997).

Obr. 5 Pacient s keratokonem, vpravo obraz ze $térbinové lampy.

(zdroj: http://www.altasophtalmology.com)

V dne$ni dobé je diky topografickym analyzaénim systémim mozné
diagnostikovat keratokonus dfive, nez je patrny nalez na stérbinové lampé. Pacienti si
stézuji na hor$i zrakovou ostrost a na dvojité ¢i zkreslené vidéni. Rozvoj keratokonu
vede k myopizaci oka a ke vzniku nepravidelného astigmatizmu. Soucasné s
vyklenovanim dochazi ke ztencovani rohovky az na polovinu jeji normalni tloustky,
vétSinou centralné nebo paracentralné, lehce temporalné nebo nazalné dole. Bazi
keratokonu obkruzuje, nékdy nelpiné, tenky pigmentovy Fleischerliv prstenec svétle
hnédé barvy, tvofeny depozity Zeleza. V pokrocilejSich stadiich byvaji na vrcholu
ztenéeni patrné vertikalni Vogtovy strie a nékdy jizevnaté zmény subepitelialné a ve
stromatu. Vice jsou patrné rohovkové nervy, které pozorujeme jako sit sedavych linii.

Pfipadna ruptura DM vede k akutnimu hydropsu rohovky, to se projevi nahlym

26


http://www.altasophtalmology.com

poklesem zrakové ostrosti. V priibéhu 2 — 3 mésict vétsinou dojde ke spontannimu

zhojeni, pacientovi vak zUstavaiji jizvy (Feder et al., 2005, Krachmer et al., 1984).

4.3.3.2. Terapie keratokonu

Pacienti koriguji vadu v ranych stadiich brylemi nebo mékkymi torickymi
kontaktnimi Co¢kami. KdyZ je tato korekce nedostacujici, jsou dalSim krokem tvrdé
kontaktni CoCky. Pokud pacient &ogky nesnasi nebo kompenzace nezaruéuje
dostateCny vizus, byva indikovana keratoplastika. Tato operace ma velmi dobrou
prognézu a uspésnost je vice nez 95 % (Kraus, 1997). Dal$i moznosti pfi
nesnasenlivosti CoCek je aplikace intrastromalnich krouzki, které redukuji vyklenuti
rohovky, snizuji astigmatizmus a tim zlep$uji zrakovou ostrost (Grupenmacher, 2007).

Novou metodou inhibujici progresi onemocnéni je metoda C3-R (Corneal
Collagen Cross-linking with Riboflavin). Na povrch rohovky se vetsinou po odstranéni
epitelu aplikuji oCni kapky s riboflavinem (vitamin B;), poté dochazi k ozafeni
ultrafialovym zafenim (UVA, 365 nm) (Pinelli and Mometto, 2007). Ozafeni indukuje
vznik novych spojeni mezi jednotlivymi fetézci kolagenu, pfednostné v oblasti stromatu,
kam penetroval riboflavin. To je v tloustce do cca 300 um (aby zafeni neposkodilo
vitalitu bunék endotelu). Tim dochazi k jeho zpevnéni a stabilizaci oslabené struktury
rohovky (Wollensak et al., 2004, Seiler et al., 2006).

4.3.3.3. Bunééné-molekularni zmény v rohovkach pacient s keratokonem

Histopatologické zmény byly zaznamenany ve vSech vrstvach rohovky. V epitelu
dochazi k vyznamnému centralnimu ztenéeni, v periferii zistava epitel beze zmén.
Buriky vrchnich vrstev méni sv(j tvar, jsou podlouhlé, a méni se i jejich vzajemne
uspofadani. V bazalni membrané se vyskytuji trhliny a nékteré oblasti mohou byt
postizeny fibrotickymi zménami, to ma za nasledek pfimy kontakt epitelu
s Bowmanovou vrstvou stromatu.

Elektronova mikroskopie ukazala, 2e ve stromatu nedochazi ke zménam
tloustky kolagennich fibril, po&etné je jich v8ak vyrazné méné. Zmensuje se také
mnozstvi proteoglykani mezi jednotlivymi vlakny. Byla prokdzana zmeéna orientace
vlaken. Néktefi autofi uvadéji snizenou hladinu kolagent (zejména typu 1) (Sherwin et
al., 2004). Dochazi i ke zmé&nam v distribuci kolagenu 1V, ktery se na rozdil od
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normalnich  rohovek vyskytuje v pfedni &asti stromatu a Bowmanové vrstvé
(Tschuchiya et al., 1986). Dochazi ke snizeni po&tu keratocytd, nejvyznamnéjsi pokles
je v oblasti tésné pod Bowmanovou vrstvou. Zbylé buiiky jsou proteosynteticky vysoce
aktivni, coz koresponduje s velkym mnozstvim endoplazmatického retikula.

Trhliny a zahyby Descemetovy membrany jsou u keratokonu b&znym jevem.
Jejich puvod neni zcela jasny (Tschuchiya et al., 1986). Endotel vykazuje vétsinou

normalni vzhled, v né&kterych pfipadech je patrna zména tvaru bunék ve smyslu
pleomorfismu a elongace (Feder et al., 1994).
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5. Material a pouzité metody

5.1. Soubor kontrolnich a patologickych rohovek

Kontrolni rohovkové terée kontrol byly ziskany z Oéni tkanové banky VFN a
1. lékafské fakulty Univerzity Karlovy. Tyto tkan& byly vylougeny z transplantaéniho
programu pro nedostate¢né kvalitativni &i kvantitativni parametry endotelu nebo pro
pozitivni sérologické vySetfeni darce. U darct rohovek nebylo zjiténo zadné oclni
onemocnéni. Vzorky patologickych rohovek byly ziskany od pacientd s Fuchsovou
dystrofii, keratokonem a zadni polymorfni dystrofii pfi provedeni keratoplastiky pro
uvedené onemocnéni. Vycet kontrolnich a patologickych rohovek pouzitych k
experimentim se nachazi v tabulkach 3 — 6.

My33i bulby byly z mysi z laboratorniho chovu kmenu Balbc €. 5.

Vzorky aorty byly lidské.

Tab. 3 Kontrolni rohovky pouzité pfi detekci kolagenu Vil (KO1 - KO6: rohovky darc,
vék v dobé& amrti, M — muz, Z — Zena)

kontrola vék |pohlavi
KO1 77 M
KO2 70 M
KO3 77 M
KO4 42 M
KO5 78 V4
KO6 53 M
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Tab. 4 Rohovky pacientd s Fuchsovou dystrofii (FD1 — FD6), vék v dobé
keratoplastiky, OP — oko pravé, OL — oko levé, M — muz, Z — zena)

Pacient vék |pohlavi
FD1 68 z
FD2 OP 68 z
FD 3 0L 68 z
FD4 73 y4
FD5 63 M
FD6 68 Y

Tab. 5 Rohovky pacientl se zadni polymorfni dystrofii (ZPD1 — ZPD6), vék v dobé
keratoplastiky, OP — oko pravé, OL — oko levé, M — muz, Z — Zena)

Pacient vék pohlavi
ZPD1 18 z
ZPD2 51 z
ZPD3 25 z
ZPD4 50 z
ZPD5 55 M
ZPD6 48 M

Tab. 6 Rohovky pacientll s keratokonem (KK1 — KK6), vék v dobé keratoplastiky, OP —

oko pravé, OL — oko levé, M — muz, Z — Zena)

Pacient vek pohlavi
KK1 17 M
KK2 38 M
KK3 29 M
KK4 OP 29 z
KK5 OL 29 z
KK6 26 M
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5.2. Ziskani a zpracovani vzorku

Kontrolni rohovkové terée o priiméru 11 — 12 mm byli Ziletkou rozdéleny na
étvrtiny a pouzZity k pfipravé kryofez(l a otiski na membrany Millicell. Patologické
rohovkové tere pacientli o priméru 7,5 — 9 mm bez limbu a spojivky byly pouZité k
pfipravé kryofez(.

Ctvrtina kazdého rohovkového terde byla zalita do zamrazovaciho média
Optimal Cutting Temperature medium, zamrazena v tekutém dusiku a uchovana pfi
teploté
-70°C. Pro pokus byly pouZity kryofezy o tloustce 7 pym, v jednom pfipadé 10 pm.
Kryofezy byly lepené na podlozni skla pokryta kamencovou Zelatinou. Do doby pouZiti
byly uchovavané pfi teploté -20°C. V pfipadé mysich vzorkl se jednalo o fezy celym
bulbem.

Pro pfipravu membran Millicell (Biopore MILLICELL®-CM, PICM 01250,
Millipore) byla pouZita polovina kazdého rohovkového terée, z kazdého byly zhotoveny
4 otisky epitelu nebo endotelu rohovky. Membrany byly zamrazené a do doby
zpracovani uchované pfi -70°C.

5.3. Neprima imunohistochemie

Pro zjisténi vyskytu kolagenu typu VIII v kontrolnich a patologickych tkanich byla
pouZita metoda nepiimé imunohistochemie (IHC). Tato metoda slouZi k detekci
antigenl s vyuZitim imunologické vazby, tedy vazby vznikajici na principu vazby
antigenu a protilatky. Pfi pfimé IHC je primarni latka oznadena pfimo (napfiklad
fluorescenéné&). Pii nepfimé IHC se na tkanové fezy nejdfive aplikuje neoznacena
protilatka (primarni), ktera je specificka proti prokazovanému antigenu. Pak se nanasi
sekundarni protilatka, ktera je znacena fluorochromem nebo enzymem a vaze se na
primarni protilatku.

V nasich experimentech byla pouzita nepiima trojstupiiova metoda za pouZiti
streptavidin-biotin-komplexu, ktera slouzi k zesileni signalu v pfipadé, ze mnoZstvi
molekul antigenu v tkani je nizké. VyuZiva schopnost pevné neimunologické a druhove
nespecifické vazby vajeéného glykoproteinu bilku avidinu (ziskaného z bakterie
Streptomyces avidini) s biotinem. Princip spoéiva v oznadeni sekundarni protilatky

biotinem a jeho nasledné vazbé se streptavidin-biotinovym komplexem (SABC)
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oznatenym kfenovou peroxidazou (horse-radish peroxidase, HRP). Enzymaticka
aktivita této peroxidazy pak indikuje zbarvenim preparatu ta mista, v nichz doslo k
primarni specificke reakci (Beranova et al., 2002).

5.4. Protilatky proti kolagenu VIl

V soucasné dobé je proti kolagenu typu VIII komeréné dostupna pouze jedina
protilatka (rabbit IgG anti mouse MAP type VIII Collagen, od firmy COSMO BIO CO.,
LTD., Japonsko). Tato polyklonaini protilatka primarné reaguje s kolagenem VIl v my$i
tkani. Deklarovana je kfizova reaktivita s lidskou tkani. Tato protilatka byla pouzita
nejdfive.

Dale jsme pouzili monoklonaini my$s$i protilatku proti kolagenu VIII (9H3 anti
a1CVIIl), dar Dr. Greenhilla a Dr. Davise (Greenhill et al., 2000).

[Poznamka: Diive dostupna protilatka proti kolagenu VII (Saikagaku,

Japonsko), jejiZ reaktivita v lidské tkani byla opakované prokazana, se jiz nevyrabi.]

5.5. Zjisténi pracovni koncentrace protilatky pro detekci kolagenu VIl v lidské

rohovce

Pro zjisténi pracovni koncentrace a funk&nosti protilatky se nejdfive protilatka
fedi v tzv. koncentraéni fadé a testuje se na vzorcich s pfedpokladanou pritomnosti
hledaného antigenu. Ur¢i se tak, ktera koncentrace je pro detekci antigenu
nejvhodné;si.

Pro protilatku rabbit anti mouse MAP type VIII Collagen jsme pouZili
koncentraéni fadu: 1:50, 1:100, 1:150, 1:200. Pro tuto koncentraéni fadu jsme pouzili
protokol pro nepfimou enzymovou imunohistochemii s pouzitim peroxidazy (kapitola
5.6.1.).

Pro protilatku 9H3 anti a1CVIII jsme pouZili koncentra&ni fadu: 1:10, 1:50, 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600. Pro tuto koncentraéni ifadu jsme pouzili protokol pro
nepfimou enzymovou imunohistochemii s pouzitim alkalické fosfatazy (kapitola 5.7.).
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5.6. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIil Collagen

5.6.1. Protokol — nepfima enzymova imunohistochemie s pouzitim UltraTech HRP
(AEC) streptavidin-biotin peroxidazy (KIT)

Kryofezy na podloZnich sklech nechat pfi laboratorni teploté po dobu 30 min.

Fixace: 10 min. aceton

Mrizka: oddéleni jednotlivych fezl na podloznim skle pomoci PAP PEN pera, aby
nedoslo ke smichani protilatky s negativni kontrolou (na skle 4 fezy, jeden vzdy pouZit
jako negativni kontrola.

Oplach: PBS 3x 5 min.

Blok endogenni peroxidazv: 3% peroxid vodiku 5 min.

Oplach: PBS 3x 5 min.

Blok: Protein Blocking Antigen (PBA) 5 min.

Primarni protilatka: rabbit IgG anti mouse MAP type VIII Collagen v 1% BSA v PBS,
koncentrace 1:150, inkubace 1 hod. pfi pokojové teploté

Oplach: PBS 3x 5 min.

Sekundarni protilatka: biotin, inkubace 30 min. pfi pokojové teploté

Oplach: PBS 3x 5 min.

Tercialni protilatka: streptavidin/HRP, inkubace 30 min. pfi pokojové teploté
Oplach: PBS 3x 5 min.

Substrat/chromogen AEC: 26,4 ul chromogenu do 2000 ul substratu, 1 min.

(substratem je peroxid vodiku, chromogenem AEC 3-amino-9-ethylkarbazol)
Oplach: destilovana voda

Dobarveni: Harissiv hematoxylin, 15 sec.

Oplach: destilovana voda

Oplach: pod tekouci vodou

Uschnouti ve vertikalni poloze

Montovani: vodni médium Aquatex

5.6.2. Protokol — nepfima enzymova imunohistochemie s denaturaci citratem

Kryofezy na podloZnich sklech nechat pfi laboratorni teploté po dobu 30 min.

Fixace: 10 min. aceton
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Oplach: PBS 5 min
NDenaturace: citratovy pufr do mikrovinné trouby na 800 W, 1 min.
Oplach: PBS 5 min.

Blok endogenni peroxidazv: 3% peroxid vodiku 5 min.

Dale je postup stejny jako u protokolu 5.6.1.

5.6.3. Protokol — nepfima enzymova imunohistochemie s denaturaci ureou

Kryofezy na podloznich sklech nechat pfi laboratorni teploté po dobu 30 min.
Fixace: 10 min. aceton

Mrizka: tukovym perem PAP PEN

Oplach: HCI/KCI pufr 10 min.

Oplach: PBS 3x 5 min.

Blok endogenni peroxidazv: 3% peroxid vodiku 5 min.

Oplach: PBS 3x 5 min.

Denaturace: v chlazena glycin/urea

Dale je postup stejny jako u protokolu 5.6.1.

5.6.4. Protokol — nepfima enzymova imunohistochemie na membranach Millicell

Vzorky jsou otisky epitelu a endotelu lidské rohovky. Experimenty byly

provedeny podle protokolu 5.6. s tou obménou, Ze membrany Millicell byly pfeneseny

na nosna kryci skli¢ka. Inkubace probihaly mezi nosnym krycim sklickem a podloZnim

materialem Parafilm. K permeabilizaci bunék byl pouzit 0,2% roztoku Tritonu po dobu

10 minut. Tento krok nasledoval po prvnim oplachu v PBS, dale se pokragovalo dle

protokolu 5.6.1.
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5.7. Pouziti protilatky 9H3 anti a1CVII|
Protokol — nepfima enzymova imunohistochemie s pouzitim StreptAB/AP

komplexu

Kryofezy na podloznich sklech nechat pfi laboratorni teploté po dobu 30 min.
Fixace: 10 min. aceton

Mrizka: tukovym perem PAP PEN
Oplach: TBS 3x 5 min.
Primarni protilatka: 9H3 anti a1CVIIl v TBS, koncentrace 1:20, inkubace 1 hod. pfi

pokojové teploté
Oplach: TBS 3x 5 min.

Sekundarni protilatka: biotinilovany (Rb anti Ms), inkubace 30 min. pfi pokojové teploté

(protilatku pfipravit alesport 30 min. pied inkubaci a dat do lednice)

Oplach: TBS 3x § min.

Tercialni protilatka: streptAB complex/AP v TBS (1ui A i B na 1 ml TBS), inkubace 30
min. pfi pokojové teploté

Oplach: TBS 3x § min.

Substrat: Naphtol 6,25 g, Levamizol 3,0 g, Fast Red 6,25 g, Veronal acetatovy pufr

12,5 ml, pfed pouzitim prefiltrovat, 10 min.
Oplach: destilovana voda

Dobarveni: Harissliv hematoxylin, 15 sec.
Oplach: destilovana voda

Oplach: pod tekouci vodou

Uschnouti ve vertikalni poloze

Montovani: vodni médium Aquatex
5.8. Hodnoceni

Vzorky byly pozorované ve svételném mikroskopu (Olympus BX 61) pfi zvétSeni
200x — 400x. Dale byla pofizena obrazova dokumentace pomoci kamery Vosskuhler
VDS CCD - 1300CB (VDS Vosskuhler GmbH, Némecko). Analyza byla provedena v
programu NIS Elements (LIM, Laboratory Imaging, CR). Kazdy experiment byl
provedeny v duplikatu. Hodnoceny byly nasledujici parametry:

1. Mira pozitivity podle nasledujici stupnice:
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- negativita

+ slaba intenzita
++ stfedni intenzita
+++ silna intenzita

++++ velmi silna intenzita

2. Lokalizace signalu byla hodnocena v jednotlivych vrstvach rohovky.
5§.9. RT - PCR

Reverzni transkripce - polymerazova fetézova reakce (RT - PCR) je metoda
zaloZzena na detekci mMRNA (mediatorové RNA) ve sledovanych buikach. Jeji specifita
je zaloZzena na pouZiti primerl, vychozich nukleotidovych jednotek, které hybriduji do
komplementarnich sekvenci opaénych viaken DNA a ohraniuji zadanou sekvenci.
Prvni reakci je reverzni transkripce izolované mRNA, pfi které vznika cDNA
(jednovliaknova molekula DNA komplementarni k mRNA). Urgity Usek této cDNA se

nasledné za pouZiti TAQ polymerazy amplifikuje v polymerazové fetézové reakci.

Pouzité primery:

COL8A2HuR: 5' - TCC TGA AAA GGA GGAGTG GA - 3'
COL8A2HuF: 5' - GCG GCG TCTACTACTTTGCT - 3'

COL8A1THuUR: 5'- TTG TTC CCC TCG TAAACT GG - 3

COL8A1HuUF: 5' - CCT GGG TCA GCAAGTACC TC -3

5.9.1. Protokol - PCR

Izolace RNA

Vzorky: lidska aorta (vzorek 1 a 2)

Homoagenizace: do zkumavky se vloZi vzorek a 800 ul TRI reagentu a umisti se do -
70°C na 15 min., aby se mrazem ulehéila homogenizace bunék. Pak se necha
rozmrznout pfi pokojové teploté a vzorky se tfenim homogenizalni tyCinkou
mechanicky rozdrti.

Separace fazi: homogenat se smicha se 200 pl chloroformu a obsah se promicha

rychlym otagenim zkumavek po dobu 15 sec. Smés se inkubuje 2 — 10 min. pfi 4°C a
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poté se centrifuguje 15 min. pfi 12000g pfi 4°C. Smés se rozdéli do spodni rizové
fenol-chloroformové faze, interfaze a horni bezbarvé vodné faze, ktera obsahuje RNA.
Precipitace RNA: do novych zkumavek se vlozi 4 pl glykogenu, ke glykogenu se
pfenese horni vodna fazi a lehce promicha. Pfida se 300 pl isopropanolu a fadné
promicha. Poté se vzorky inkubuiji 10 minut pfi pokojové teploté a pak se centrifuguji 8
minut pfi 12000g (a 4°C).

Promvti RNA: odstrani se supernatant (vylit a osusit hrdlo mikrozkumavky), k
precipitatu se pfida 800ul 75% ethanolu a centrifuguje se 5 minut pii 75009 pfi 4°C .
Solubilizace RNA: ethanol se odstrani a vzorky se lehce osusi v tepelném bloku pfi
teploté 55°C (ethanol prekazi pfi elektroforéze, ale nesmi dojit k Uplnému vysuseni
RNA, protoZe by se vyrazné sniZila jeji rozpustnost). RNA se rozpusti ve 20 pl
ultratisté vody (neobsahujici RNasy) a inkubuje se 15 minut pfi teploté 55°C. Pokud se
s RNA ihned nepracuje, uchovava se pfi teploté -70°C.

Kontrola provedeni izolace:
1. Spektrofotometrie
Do kyvety se napipetuje 100 pl ultradisté vody a nastavi se nulova hodnotu pro
referenéni méfeni blanku. Do kyvety se nalije pfedem smichany roztok 98 ul
deionizovane vody a
2 ul roztoku izolované RNA. Vzorky se zméfi spektrofotometrem (Helios Gamma,
Thermo Spectronic, UK) pfi 260 a 280 nm. Pomér A260/A280 nad 1,8 urCuje dobrou
Gistotu RNA.
Naméfené vysledky se piepoditaji na koncentrace dle udaju na:

www.molbiol.ru/eng/scripts/01_03.html
2. Gelova elektroforéza (80 V)
Pfipravi se 1% agarozovy gel v Tris-Borat-EDTA pufru (TBE) s pfidavkem
fluorescenéniho interkalaéniho barviva ethidium bromidu. Do jamek v ztuhlém gelu
nanasime:

- Ladder: 5yl

- Vzorky izolované RNA: 5 pl roztoku RNA + 7 pl roztoku bromfenolové modfi

s pfidavkem glycerolu

Pfi gelové elektroforéze v agarézovém gelu putuji jednotlivé fragmenty RNA v
elektrickém poli ve sméru od zaporné elektrody ke kladné. Vétsi fragmenty se v gelu

pohybuji pomaleji, tim dochazi k rozdéleni téchto fragmentd podle hmotnosti. Poté gel
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ulozime pod UV-transiluminator a diky fluorescenci ethidium bromidu pozorujeme
rozdéleni RNA v gelu.

Izolaci byly z kaZzdého vzorku ziskany 2 vzorky (1a, 1b, 2a, 2b)

Reverzni transkripce
Vzorky: A1a C1b

B2a D2b
Postup:
1. Smichame hexanukleotidy, dNTP (nukleotidtrifosfat), RNA a vodu pro PCR. Smés
se umisti do cykleru na 5 minut pfi teploté 65°C.
2. Zkumavky se ochladi, pfida se pufr, ditriotritol a inhibitor RNaz. Smés se umisti do
cykleru na 2 minuty pfi teploté 25°C.
3. Pfida se 0,5 pl reverzni transkriptazy a zkumavky se vrati do cycleru, kde se inkubuji
10 minut pfi teploté 25°C.
4. 99 minut pfi teploté 42°C bézi reverzni transkripce. Nakonec se reakce ukonCi
inaktivaci pfi teploté 70°C po dobu 15 minut.

Vysledkem je prepis RNA vyizolované z endotelu aorty na cDNA potfebnou pro
PCR. Tento postup nema vlastni vyhodnoceni, ovéfeni uspésnosti se dé&je pomoci

nasledujhicich experimentu.

PCR - B-actin

Vzorky: cDNA kolagenu VIl A1a C1b
B2a D2b

Postup:

po&ate&ni denaturace: 2 minuty pfi teploté 95°C

32 cykli: denaturace: 25 sekund pfi teploté 95°C
hybridizace primerd: 30 sekund pfi teploté 56°C
prodluZovani fetézce: 45 sekund pfi teploté 72°C

dosyntetizovani: 10 minut pfi teploté 70°C

schlazeni: pfi teploté 4°C

Jednotlivé vzorky:

1x negativni kontrola (smés bez cDNA)

1...amplifikace B-actinu, vzorek A
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2...amplifikace B-actinu, vzorek B
3...amplifikace B-actinu, vzorek C

4...amplifikace B-actinu, vzorek D

Vysledek: Vvsledna amplifikace byla kontrolovana 2% agarézovou elektroforézou.

PCR - kolagen VIl

Vzorky: a2 fetézec kolagenu VIII: cDNA ze vzorku 2a, 2b

Postup:

pocate€ni denaturace: 2 minuty pfi teploté 95°C

38 cykll: denaturace: 25 sekund pifi teploté 95°C
hybridizace primera: 30 sekund pfi teploté 65°C
prodluZzovani fetézce: 45 sekund pfi teploté 72°C

dosyntetizovani: 10 minut pfi teploté 70°C

schlazeni: pfi teploté 4°C

Jednotlivé reakce:

1x negativni kontrola (smés bez cDNA)
1x amplifikace Kol 8

Vysledek: Vvsledna amplifikace byla kontrolovana 2% agarézovou elektroforézou.
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6. Vysledky

6.1. Koncentraéni rada

Koncentra¢ni fadou jsme hledali vhodné fedéni primarni protilatky rabbit 1gG
anti mouse MAP type VIII Collagen proti kolagenu VIII. Doporuéené fedéni od vyrobce
bylo 1:50 — 1:200. Na my$$im bulbu byly zkou$eny koncentrace 1:20 a 1:200, na
kontrolnich lidskych rohovkach 1:50, 1:100,1:150 a 1:200 (Obr. 6 — 9). Jako
nejvhodnéjsi byly vybrany koncentrace 1:100 a 1:150, mezi nimiZ nebyl ve vysledku
témér Zadny viditelny rozdil. Pro experimenty s mysimi i lidskymi rohovkami byla tedy
zvolena koncentrace 1:150.

U protilatky SH3 anti a1CVIII byla doporuéena koncentrace 1:10. Na kontrolnich
rohovkach jsme zkouseli koncentrace koncentraéni fadu: 1:10, 1:50, 1:100, 1:200,

1:400, 1:800, 1:1600. Nasledné jsme pro experimenty zvolili koncentraci 1:20.

Obr. 6 Koncentrace primarni protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIII Collagen
1:50, A — zvétSeno 200x, B — zvétseno 400x.
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Obr. 7 Koncentrace primarni protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIii Collagen
1:100, A — zvétSeno 200x, B — zvétSeno 400x.

A B

Obr. 8 Koncentrace primarni protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type Vili Collagen
1:150, A — zvétSeno 200x, B — zvétSeno 400x.
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Obr. 9 Koncentrace primarni protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIII Collagen
1:200, A — zvétSeno 200x, B — zvétSeno 400.
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6.2. Nepfima enzymaticka imunohistochemie s pouzitim protilatky rabbit IgG anti

Vysledky detekce kolagenu VIII metodou nepfimé imunohistochemie jsou

mouse MAP type VIl Collagen

shrnuté v tabulkach v nasledujicich kapitolach.

6.2.1. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIil Collagen na

Tab. 7 Lokalizace kolagenu VIl v kontrolnich rohovkach

kontrolnich rohovkach

ENDOTEL EPITEL BME DM [STROMA
KO1 +++ + - + -
KO2 ++ + - + -
KO3 +++ ++ - - -
KO4 + + - - -
KOS5 ++ ++ - - -
KO6 ++ ++ - - +

U vSech zkoumanych kontrolnich vzorkl byla pozorovana pozitivita v epitelu. Ve
tfech pfipadech vykazovala povrchova vrstva epitelu o stupef vy$$i pozitivitu nez
vrstvy bazalni a suprabazalni. Bazalni membrana epitelu byla ve vSech pfipadech
podle pfedpokladi negativni. Stroma vykazovalo pozitivitu jen v jednom pfipade.
Pozitivita Descemetovy membrany se ve dvou pfipadech projevovala jako souvisly
pruh v jeji stfedni &asti, u jednoho vzorku se pruh objevil misty i ve stromalni Casti
membrany. V péti pfipadech byla DM negativni. Endotel véech vzorkl byl v riizné mife
pozitivni (Obr. 10).
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Obr. 10 Lokalizace kolagenu VIII v kontrolnich rohovkach, zvétseno 200x, vlevo

negativni kontrola
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6.2.2. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIl Collagen na

rohovkach pacienti s Fuchsovou dystrofii

Tab. 8 Lokalizace kolagenu VIl u pacient s Fuchsovou dystrofii

ENDOTEL| EPITEL | BME DM |STROMA
FD1 ++ ++ - - -
FD2 - - - - -
FD3 ++ +++ - - -
FD4 ++ ++ - + -
FD5 - ++ - - -
FD6 + ++ - + -

U pacientil s Fuchsovou dystrofii vykazoval epitel souvislé zbarveni bez rozdili
pozitivity v jednotlivych vrstvach. BME i stroma byly ve vSech pfipadech negativni.
Pozitivita DM se v jednom piipadé projevila jako linie na stromalni strané, v druhém

piipadé jako stfedova linie. U endotelu se projevila stfedni pozitivita u &ty ze Sesti
pacientd (Obr. 11).

Obr. 11 Lokalizace kolagenu VIII u pacientll s Fuchsovou dystrofii, zvétSeno 200x,
vlevo negativni kontrola
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6.2.3. PouZiti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIl Collagen u pacientu

se zadni polymorfni dystrofii

Tab. 9 Lokalizace kolagenu VIl u pacientl se zadni polymorfni dystrofii rohovky

ENDOTEL | EPITEL | BME [ DM | STROMA
ZPD1 + - - R R
ZPD2 - - - - -
ZPD3 ++ + - - -
ZPD4 - - - - -
ZPD5 - - - - -
ZPD6 + + - - -

U pacientll se zadni polymorfni dystrofii rohovky byl epitel slab& pozitivni ve
dvou pfipadech. BME i stroma byly negativni u véech pacienti. DM byla negativni.
Endotel byl stfedné pozitivni u jednoho pacienta, slabou pozitivitu vykazovaly dva
vzorky (Obr. 12).

Obr. 12 Lokalizace kolagenu VIII u pacientdl se zadni polymorfni dystrofii, zvétSeno
200x, vlevo negativni kontrola.
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6.2.4. Pouziti protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIII Collagen u pacientu s

keratokonem

Tab. 10 Lokalizace kolagenu VIl u pacient s keratokonem

ENDOTEL| EPITEL | BME DM [STROMA
KK1 ++ - - - -
KK2 ++ - - - -
KK3 ++ + - - -
KK4 + ++ - + -
KK5 + + - - -
KK6 + + - - -

U pacientd s keratokonem byl epitel ve dvou pfipadech negativni, ve dvou
pfipadech se projevila vy$$i pozitivita v povrchovych burnkach epitelu. BME i stroma
byly negativni u v§ech pacientl. DM vykazovala pozitivitu ve formé pferuSované linie v
bazalni vrstvé u jednoho pacienta. Endotel vSech pacientl byl slabé az stiedné
pozitivni (Obr. 13).

Obr. 13 Lokalizace kolagenu VIII u pacientd s keratokonem, zvétSeno 200x, vievo
negativni kontrola

Vysledky experimentl s denaturaci citratem a ureou na kontrolnich rohovkach
se vyznamné neliSily od vysledku ziskanych ze vzork(, u kterych nebyla denaturace
provedena.
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6.3. Nepfima enzymova imunohistochemie na membranach Millicell s pouzitim
protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIil Collagen

Na membranach Millicell s otisky epitelu nebo endotelu (dva otisky epitelu, dva
otisky endotelu) se hodnotila pozitivita podle stejné stupnice jako u
imunohistochemické metody na kryofezech (kapitola 5.8.). V oblasti 500 bunék se
zjiStovalo procento pozitivnich bunék.

Oba vzorky vykazovaly pozitivitu endotelovych bunék pro kolagen VIiil. Vysledky
jednotlivych vzorki se liSily. U prvniho vzorku se vyskytovaly buriky jak negativni, tak i
s nizkou az silnou pozitivitou (Obr. 15 A). Celkové byl vzorek pozitivni z 80 %. U
druhého vzorku bylo stiedné& pozitivnich jen 10 % bunék, ostatni byly negativni (Obr.
15 B).

U prvniho vzorku epitelu bylo stiedné pozitivnich bunék 50 %, ostatni byly
negativni. U druhého vzorku vykazovalo slabou pozitivitu 70 % bunék, stfedni pozitivita
se vyskytovala u 10 % (Obr. 15 C).

Obr. 15 Otiskova cytologie rohovky na membrané Millicell, detekce kolagenu VIiI.
A — otisk endotelu, zvétSeno 200x, B - otisk endotelu, zvétseno 400x, C — otisk epitelu,
zvétseno 400x
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6.4. Nepfima enzymaticka imunohistochemie s protilatkou 9H3 anti a1CVIil

S pouzZitim této monoklonalni protilatky byl epitel u kontrolnich i patologickych
rohovek negativni. Také stroma bylo negativni u 100 % vzork(. Descemetova
membrana byla u vSech zkoumanych vzork pozitivni (Obr. 14). U kontrol byla
pozitivita DM v podobé linie na jeji stromalni strané. U rohovek s Fuchsovou dystrofii
byla DM stiedné pozitivni v celé tlouStce i délce a vykazovala charakteristickou
"sitovou pozitivitu" (Obr. 14 B). U rohovek se zadni polymorfni dytrofii byla DM slabé
pozitivni z 80 %, z toho v 10 % jen ve stromalni ¢asti membrany. U rohovek s
keratokonem vykazovala DM stfedni pozitivitu ve 20 % v celé tloustce. Endotel byl

spiSe negativni, jasnou pozitivitu vykazoval pouze v pfipadé FD.

Obr. 14 Lokalizace kolagenu VIiI u kontrolnich rohovek, zvétSeno 200x, A — kontrola,

B - Fuchsova dystrofie, C — zadni polymorfni dystrofie, D — keratokonus.
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6. 5. Polymerazova fetézova reakce

Touto metodou jsme zjistovali expresi genu pro kolagen VIII na zakladé

pfitomnosti transkribované mRNA.

Izolace RNA

Izolaci kazdého ze dvou vzorkll jsme dostali dva vzorky pro dalSi krok, kterym
byla reverzni transkripce. Kvalita izolace se ovéfuje elektroforeticky (Obr. 16) a
spektrofotometricky.
Nameéreneé vysledky: 1... koncentrace 362,3 ng/ul

2... koncentrace 1,24 ug/ul

Obr. 16 Kontrola integrity izolace RNA, pruhy (bandy) reprezentuji rRNA (horni 28s
rRNA, dolni 18s rRNA).

Reverzni transkripce
Vysledkem je piepis RNA vyizolované z endotelu aorty na cDNA potiebnou pro
kvalitativni PCR. Tento postup nema vlastni vyhodnoceni, ovéfeni uspésnosti se déje

pomoci nasledujicich experiment(.
PCR - B-actin

Amplifikovanou DNA pro B-actin detekujeme pomoci 2% agarézove
elektroforézy (Obr. 17).

50



Obr. 17 PCR na B-actinu, horni band u vzorkd pfedstavuje B-actin.

Iajder vzorek 1 vzorek 2
PCR - kolagen VIII
Vysledna amplifikace byla kontrolovana 2% agarézovou elektroforézou. Vse

bylo negativni (Obr. 18).

Obr. 18 PCR pro kolagen VIIl — neuspésna amplifikace kolagenu VIII ve vzorcich

(chybi horni band).
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7. Diskuze

Kolagen typu VIII se v rohovce vyskytuje v Descemetové membrané, v
endotelovych burikach, které extracelularni matrix DM produkuji (Gottsch et al., 2005a,
Greenhill et al., 2000), a ve stromatu (Sawada et al., 1990, Hopfer et al., 2005)). V
ostatnich vrstvach rohovky se nevyskytuje. Cilem této prace bylo detekovat pomoci
imunohistochenické metody kolagen VIII v normalni lidské rohovce a nasledné zjistit
pfipadné zmény v rohovkach patologickych (Fuchsova dystrofie, zadni polymorfni
dystrofie, keratokonus).

Prvnim krokem v naSich experimentech bylo zvoleni vhodné pracovni
koncentrace protilatky rabbit IgG anti mouse MAP type VIII Collagen firmy COSMO
BIO, Ltd. K tomu jsme pouzili koncentraéni fadu v rozmezi 1:20 az 1:200. Na zakladé
experimentl jsme jako nejvhodnéjsi uréili koncentraci 1:150.

Experimenty jsme provadéli metodou nepfimé enzymové imunohistochemie
nejdfive na kontrolnich rohovkach darcu. U vysledkd nas prekvapila jiz deklarovana
pozitivita epitelu, naopak pozitivitu v DM vykazovala jen tietina zkoumanych vzorkdl. | u
nich se lokalizace liSila, vétSinou byla ve formé souvislého pruhu ve stiedové &asti
membrany, v jednom pfipadé byl pfitomen souvisly pruh i na stromalni strané. Stroma
vykazovalo pozitivitu v jednom pripadé.

Vzhledem k jednoznaéné potvrzenému vyskytu v DM (Kapoor et al., 1988,
Greenbhill et al., 2000) jsme se Upravami imunohistochemické metody snazili zvysit
pozitivitu v této oblasti. Proto dalSim krokem byly pokusy s denaturaci vzorku citratem
a ureou, které by mély odhalit antigenni epitopy kolagenu VIII. Tyto pokusy v8ak zadné
zmeény ve vysledcich neprinesly a vyskyt pozitivity se nelidil od vyskytu pfi pokusech
bez denaturace. ZvySena pritomnost kolagenu VIl v DM nebyla zaznamenana ani
pomoci fluorescenéni imunohistochemické metody (data nejsou predlozena).

Pro potvrzeni pozitivity endotelovych a epitelovych bunék na kolagen VIIl jsme
dal§i experimenty provedli na membranach Millicell s otisky epitelu a endotelu.
Pozitivitu v rozmezi 10 — 80 % a v intenzité od slabé po silnou vykazovaly oba vzorky
endotelu. U epitelu bylo slabé az stiedné pozitivnich 50 — 80 % bunék.

| kdyz jsme se domnivali, Ze protilatka neni proti kolagenu VIl zcela specificka,
pristoupili jsme k experimentim na patologickych rohovkach. Vysledky se vyznamné
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neliSily od kontrolnich rohovek. BME i stroma byly negativni ve v8ech pfipadech. Na
rozdil od kontrol, kde byl epitel pozitivni ve 100 %, vykazoval epitel u FD pozitivitu v
83 %, uZPD v 33 % a u KK v 66,5 % vzorkd. Vyskyt pozitivity v DM zde byl celkové
niz8i nez u kontrol. U FD vykazovaly pozitivitu dva vzorky (33 %), u KK jeden (16,5 %)
a u ZPD byly v8echny negativni. V pfipadé endotelu byly negativni dva vzorky u FD
(66,5 %), u ZPD také dva vzorky (66,5 %), u keratokonu byl endotel pozitivni u v8ech
zkoumanych vzorka.

Davodem, proé se nase vysledky rozchazely s pfedpoklady byla nejspise nizka
specifita této polyklonalni protilatky proti kolagenu VIII a kfizova reaktivita se zatim
neidentifikovanym proteinem pfitomnym zejména v epitelu rohovky. V nasich
experimentech jsme pracovali s jedinou komeréné dostupnou protilatkou proti kolagenu
VIII na trhu od Japonské firmy COSMO BIO Ltd. Protilatky, které byly ovéfené, a se
kterymi pracoval napfiklad Ljubimov (Ljubimov et al., 1995) uz v soucasné dobé na
trhu nejsou.

Metodou RT - PCR jsme chtéli zjistit pfitomnost mRNA pro kolagen VIII v
buiikach endotelu. Pokud by se jeho pfitomnost potvrdila, vyzkouseli bychom na tomto
vzorku nasi protilatku proti kolagenu VIII pro nepfimou imunohistochemii a tim potvrdili
nebo vyvratili jeji citlivost a uéinnost. Pro tento experiment jsme si vybrali vzorky lidské
aorty, u kterych byl vyskyt koalgenu VIII mnohonasobné potvrzen (Sage et al., 1983,
Ruger et al., 1996). Pfi kontrole vysledné amplifikace v8ak bylo v8e negativni. Chyba
mohla byt pravdépodobné& v pouzitych primerech, podle kterych se vybira hledana
sekvence nukleové kyseliny pro naslednou amplifikaci. V soufasné dobé& byly
objednany nové primery a tato metoda bude na kolagenu VIl dale zkousena.

V dobé dokondéovani této prace jsme obdrzeli monoklonalni protilatku 9H3 anti
a1CVIII pfipravenou Dr. Greenhillem a Dr. Davisem z Nového Zélandu (Greenhill et al.,
2000). Prvni vysledky prace s touto monoklonalni protilatkou jednozna&né ukazuji jeji
vyraznou specifickou pozitivitu v oblasti DM u kontrolnich rohovek. Dale se ukazalo, Ze
pomoci této protilatky je mozné prokazat zmény ve vyskytu a distribuci kolagenu VIl v
patologickych rohovkach: charakteristické "sitovani" kolagenu VIII v DM pacientl s
Fuchsovou dystrofii a vyrazny pokles pozitivity v DM rohovek se zadni polymorfni

dystrofii.
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8. Zaver

Tato prace pfinasi literarni prehled o vyskytu kolagenu typu VIIlI v rohovce.
Prakticka c¢ast je zaméfena na lokalizaci tohoto kolagenu v jednotlivych vrstvach
rohovky u kontrolnich a patologickych rohovek s Fuchsovou dystrofii, zadni polymorfni
dystrofii rohovky a s keratokonem.

Pro nespecifitu protilatky proti kolagenu VIII (rabbit IgG anti mouse MAP type
VIl Collagen) se nase vysledky neshoduji s prfedpoklady o jeho lokalizaci. Pomoci
monoklonalni protilatky 9H3 anti a1CVIll byla jednozna&né prokazana pfitomnost
fetézce a1 kolagenu VIIl v DM. Déle bylo prokazano, Zze pomoci této protilatky je
mozné detekovat zmény v distribuci kolagenu VIII v patologickych rohovkach
ziskanych od pacientli s Fuchsovou dystrofii a zadni polymorfni dystrofii.

Vzhledem k tomu, Ze funkce kolagenu VIII neni dodnes zcela jasna, a jeho
zmény v expresi a lokalizaci mohou hrat dulezitou roli v patogenezi rohovky, je toto

téma stale oteviené a vybizejici k dalSimu studiu.
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