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Predmluva

Pii vybéru namétu habilitaéni prace jsem se rozhodla zpracovat téma, kterym se zabyvam ru-
tinn¢ i experimentalné vice nez deset let — ptipravou rohovek pro transplantacni ucely metodou
tkanovych kultur.

V préci jsou predlozeny zakladni udaje o vlastnostech a funkci rohovky, uvedeny historické
mezniky ptipravy rohovky pro transplantaci. Podrobné jsou popsany soucasné metody piipravy
rohovky i trendy v ocnim bankovnictvi. Vzhledem k podrobnému popisu pfipravy tkané a roz-
sahlé obrazové dokumentaci je tato prace koncipovana i jako pfirucka pro pracovniky v o¢nim
bankovnictvi.

Zasadnim vystupem prace je obrazova dokumentace ze svételné mikroskopie rohovky, ktera
vznikala v letech 2001-2011 na pracovisti O¢ni tkanové banky Vseobecné fakultni nemocnice
v Praze a 1. lékafské fakulty Univerzity Karlovy. Za poskytnuti patologickych explantati
rohovek dékuji pracovnikiim O¢ni kliniky VFN v Praze a 1. LF UK.

Dékuji svym dlouholetym kolegiim a pratelim: MUDr. Vierce Veselé, doc. RNDr. Ivo
Brettschneiderovi, CSc., a prof. MUDr. Martinu Filipcovi, CSc., ktefi se na vzniku této praci
primo ¢i nepiimo podileli. Zvlastni podékovani patii vSem mym kolegiim, kteti spolupracovali na
sniméani fotografii uvedenych v obrazové Casti této prace, zejména Klare Kopecké, Jaroslave
Kortusové, MUDr. Ivané Krabcové, Mgr. Denise Zlacké, PhD., a MUDr. Arefovi Al-Fakimu.






1. Uvod

1.1 Rohovka — anatomie a funkce

Nejvice informaci o vnéj$im svété (asi 80 %) piijima zdravy ¢lovék zrakem. Vstupni branou
pro svételné paprsky je rohovka. Pti prichodu rohovkou a nasledné ¢ockou se paprsky ohybaji
a lamou (refrakce). Na sitnici v zadni ¢asti oka se svételna energie pfeménuje na energii elektric-
kou a chemickou, vznikajici signaly jsou pfendSeny optickym nervem do mozku, kde jsou ana-
lyzovany a zpracovany v obraz. Rohovka spolu se sklérou tvoti vné&jsi obal oka (obr. 1), podili se
na udrzeni jeho tvaru a ochran¢ vnitinich Casti pfed mechanickym poskozenim ¢i vstupem in-
fekce.

Obr. 1. Rez lidskym okem — schéma (kresba: akad. mal. I. Helekal, archiv autorky)

Integrita a funk¢énost rohovky jsou pro zachovéani neporuSeného zraku nezbytné. Rohovka je
avaskularni prisvitna tkan, ma asi 43 dioptrii a je nejsilnéjsi coCkou oka. Hlavni funkci rohovky
je umoznit prichod svételnych paprski do vnitini ¢asti oka (Nishida, 2005). Na svété je 45
miliond slepych lidi; vyrazné poskozenym vidénim trpi vice nez 135 miliont lidi, fada z nich
i v disledku ztraty transparence rohovky (Witcher et al., 2001).

Primérnéa velikost rohovky je 11-12 mm horizontalné, 9-11 mm vertikalné, tloustka
dosahuje v centru asi 0,5 mm a smérem k okrajiim pozvolna zesiluje. Rohovka se sklada ze Sesti
vrstev: epitelu, jeho bazalni membrany, Bowmanovy vrstvy, stromatu, Descemetovy membrany
a endotelu (Mishima, 1982; Nishida, 2005) (obr. 2).
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Obr. 2. Rez lidskou rohovkou — znézornéni jednotlivych vrstev rohovky (kresba: akad. mal. 1. Helekal,
archiv autorky)

1.1.1 Epitel rohovky

Epitel tvofi vnéjsi ¢ast rohovky a je sloZen z 5—6 vrstev bunék. Pod 2—3 fadami polygonalnich
plochych bun€k (obr. Al) se nachézeji 2-3 tady bunék kubickych (obr. A2) a na bazalni
membranu nasedd vrstva bazalnich cylindrickych bunék. Epitel vznikd z povrchové vrstvy
optického poharku — z ektodermu (Barishak, 1992).

Hlavni funkci epitelu je ochrana vnéj$iho povrchu oka pted mechanickym poskozenim
a vstupem infekce do vnitini ¢asti oka. Spole¢né se slznym filmem udrzuje hladkost povrchu oka
(Nishida, 2005).

Povrchové buiiky jsou terminalné diferencované a jsou pokryty mikroklky. Proteoglykany
a glykoproteiny zakotvené v plazmatické membran¢ té€chto bun€k nesou oligosacharidové
zbytky, které vytvareji ochranny a povrch rohovky zvlhéujici glykokalyx. Glykokalyx se podili
ina udrZeni stability slzného filmu. Ploché povrchové buiky jsou spojeny desmozomy (macula
adherens) a t€snymi spoji (tight junction, zonula occludens), které brani prichodu kapaliny mezi
buikami a do nitra rohovky. Kubické buiiky jsou bohaté na tonofilamenta, piedevsim
cytokeratiny. Jsou spojeny desmozémy a mezerovymi spoji (gap junction, nexus), které umoznuji
rychly prinik malych rozpustnych molekul a iontti. Bazalni cylindrické buiiky maji hojn¢
organel, jadro se nachazi v jejich apikalni Casti. Sousedni buniky jsou spojeny desmozomy,
mezerovymi (gap junction) a adheznimi spoji (zonula adherens). Jako jediné z epitelovych bunék
rohovky jsou bazalni buniky schopny proliferace (Chang et al., 2008; Dua et al., 2009). Délici
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bunky se vyvijeji v buiiky kubické, dale se diferencuji a putuji k povrchu epitelu, kde se méni
v ploché buiiky. Odumirajici buiiky se odlupuji z povrchu epitelu do slzného filmu a jsou
odplavovany slzami. Obnova rohovkového epitelu trva asi 5-6 dni (Hanna et al., 1961). Epitel
rohovky se zejména pii rozsahlejsim poskozeni obnovuje i na zakladé déleni kmenovych bunek,
nachazejicich se v oblasti limbu, ktery tvofi rozhrani mezi rohovkou a sklérou (obr. A10-A12).
Tyto bunky za soucasné diferenciace putuji na misto poSkozeni epitelu rohovky (Davanger
a Evenson, 1971; Lehrer et al., 1998).

Povrch epitelu je pokryt slznym filmem, ktery rohovku chrani pied dehydrataci, zajistuje
hladkost jejiho povrchu, podili se na zasobeni rohovky kyslikem a Zivinami i na ochrané pied
infekei. Sklada se ze tii vrstev: vnitiniho glykokalyxu z hydrofilnich mucind vazanych
v epitelovych bunkach, dale z vodni vrstvy tvofené rozpustnymi muciny i baktericidnimi
proteiny, a z vné&jsi lipidové vrstvy produkované meibomovymi zldzami (Gipson, 2007). Zejména
v periferii epitelu se vyskytuji Langerhansovy buiiky, které se podileji na imunitni ochrané
rohovky. V epitelu se také nachézeji ¢etna nervova zakonceni.

Patologické stavy epitelu rohovky (eroze ¢i absence epitelu, dystrofie epitelu rohovky)
nemusi byt vzhledem k pomémé rychlé obnové epitelu z oblasti limbu pfijemce prekazkou
v pouziti tkané k transplantaci. Naopak, 1écba pacientl s epitelovymi a subepitelovymi
dystrofiemi rohovky transplantaci nebyva vétSinou tspésna (shrnuto v Liskova a Jirsova, 2012).
Poruseni epitelu pfijemcovy rohovky ¢i spojivky (napiiklad u pacientd po poleptani, pacienti
s virovou keratitidou, se syndromem suchého oka, Stevensovym-Johnsovym ¢i Leylovym
syndromem) je jednim z faktorQ, které negativn€ ovliviiuji pfihojeni a piezivani §tépu (Maguire
et al., 1994).

1.1.2 Bazalni membrana epitelu

Bazalni membrana epitelu je asi 40-60 nm tlustd a sklada se ze dvou vrstev rozlisitelnych
pomoci elektronové mikroskopie: svétlé (lamina lucida) a denzni (lamina densa) (obr. 3).

Bazalni membrana epitelu je produktem bunék epitelu, obsahuje piedevsim kolagen 1V,
fetézce al—a6 (Ljubimov et al., 1995; Kabosova et al., 2007), VII, XII a XVIII (Wessel et al.,
1997; Lin et al.,, 2001; Maatta et al., 2006), laminin (I a V), fibronektin, fibrin a nidogen
(Ljubimov et al., 1995). Kolagen IV je stavebnim proteinem. Kolagen VII, ktery tvoii
extracelularni fibrily, se vazbou na hemidesmozémy podili na ukotveni bunék epitelu k bazalni
membrang. Kolageny IV a XII, vyskytujici se v bazalni membrané epitelu a zaroven chybé&jici
v bazalni membrané limbu, zaji$tuji vytvofeni rozhrani mezi rohovkou a spojivkou (Ljubimov et
al., 1995; Wessel et al., 1997). Bazalni membrana epitelu, stejn¢ jako jiné bazalni membrany,
ovlivituje adhezi, migraci, diferenciaci a pfenos signalu mezi buitkami (shrnuto v LeBleu et al.,
2007). Bazalni membrana epitelu udrzuje polaritu epitelovych bunék a je dilezitad pro hojeni.
Zvysena sekrece fibronektinu stimuluje migraci epitelovych bunék na poSkozené misto. Po
poskozeni (jsou-li zachovany epitelové bunky) bazalni membrana regeneruje.
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Obr. 3. Rez rohovkou: znizornéni nebun&énych struktur rohovky; kolageny pfitomné v jednotlivych
vrstvach jsou popsany fimskymi cislicemi, detailni popis je v textu (upraveno podle Jirsova et al., 2008,
kresba akad. mal. I. Helekal, archiv autorky)

1.1.3 Bowmanova vrstva

Bowmanova vrstva se nachazi mezi bazalni membranou epitelu a stromatem. Tvoii ji
extracelularni matrix. Je nebunécnd, asi 12 um silna, jeji stavebni komponenty jsou produkovany
keratocyty stromatu, béhem embryonalniho vyvoje se na jejim vzniku podileji i bunky epitelu.
Formuje se mezi 13. a 19. tydnem t€hotenstvi (Komai a Ushiki, 1991). Skldd4 se predev§im
z proteoglykanti a z kolagent I, III, V a VII, které na rozdil od stromatu nejsou usporadany do
lamel (obr. 3) (Tisdale et al., 1988; Marshall et al., 1991a, 1991b; Beuerman a Pedroza, 1996). Ze
vSech vrstev rohovky se v Bowmanove vrstvé nachdzi nejvyssi koncentrace proteinu TGFBI
(dfive keratoepitelin). Mutace v genu pro tento protein jsou podkladem pro fadu rohovkovych
dystrofii (shrnuto v LiSkova a Jirsova, 2012).

Biologicka funkce Bowmanovy vrstvy neni dosud plné objasnéna. Zcela jisté se podili na
oddéleni bunék epitelu a stromatu (pfedevsim chemotakticky oddéluje protichtidné systémy
epitelu a stromatu) a brani interakcim mezi témito vrstvami (Wilson et al., 2000). Ze stromatu
pronikajici kolagenni vlakna zvySuji pevnost Bowmanovy vrstvy, kterda napomaha stabilizaci
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tvaru vnéjsi €asti rohovky (Kobayashi et al., 2006). Po poSkozeni neregeneruje, nebo jen velmi
pomalu a strukturalné odlisné od pivodni Bowmanovy vrstvy.

Mezi patologické stavy postihujici Bowmanovu vrstvu patfi Reisova-Biicklersova dystrofie
a Thielova-Behnkeho dystrofie, pro které je typicka mutace genu TGFBI (Zhao et al., 2007;
Liskova et al., 2008). Vrozena absence Bowmanovy vrstvy je typicka pro Petersovu anomalii,
sklerokorneu, a osteogenesis imperfecta II. Trhliny ¢i preruseni vrstvy doprovazeji keratokonus,
nodularni Salzmannovu degeneraci ¢i Ehlerstiv-Danlosiiv syndrom (shrnuto ve Wilson et al.,
2000; shrnuto v Liskova a Jirsova, 2012). Zlomy Bowmanovy vrstvy mohou navodit
subepitelialni fibrézu (fibrous pannus) u buldézni keratopatie, Fuchsovy endotelové dystrofie
rohovky ¢i u zadni polymorfni dystrofie rohovky (Ljubimov et al., 1996; Wilson a Kim, 1998;
Merjava et al., 2009a).

1.1.4 Stroma

Stroma je nejsilnéjsi vrstvou rohovky, zabira asi 90 % jeji tloustky. Je slozeno predevsim
z extracelularni matrix, pouze 2-3 % objemu zabiraji stromalni buiiky — keratocyty. Denzita
keratocytd v rohovce je nejvyssi v piednim stromatu (asi 40 000/mm*), asi do 25 % tloustky
stromatu vyrazné klesa na pfiblizng 25 000/mm’, v zadni &asti stromatu se pohybuje kolem
20 000/mm’ (Patel et al., 2007).

Hlavni funkci stromatu je udrzovani tvaru rohovky, udrzovani jeji fyziologické hydratace
a tim i transparence (Meek et al., 2003).
tvofi 71 % suché hmotnosti rohovky (Newsome et al., 1981). Zastoupeny jsou pfedev§im kola-
geny tvofici fibrily (obr. A4).

Nejhojnéji je zastoupen kolagen I, ktery dava tkani pevnost v tahu, kolagen V, ktery interakci
s kolagenem I ovliviiuje tloustku fibril, a kolagen III, k jehoz zmnozeni dochazi s rostoucim
vékem, pfi hojeni a zanétu (Newsome et al., 1982; Marshall et al., 1991a). Kolagenni fibrily
v rohovkovém stromatu maji jednotny primér, zhruba 23—33 nm v zavislosti na metodach pouzi-
tych pfi zpracovani méfeného vzorku. Tento pro jiné tkané neobvykle maly pramér fibril a pravi-
delna vzdalenost mezi nimi (2041 nm) jsou pfedpokladem transparence rohovky (prumér fibril
v neprithledné skléfe se pohybuje mezi 25 a 300 nm) (Meek a Fullwood, 2001; Han et al., 2004;
Miller et al., 2004; Watson a Young, 2004).

Kolagen VI vytvafi v rohovce mikrofilamentarni struktury a vazbou na kolagenni fibrily se
pravdépodobné podili na jejich stabilizaci a udrzeni konstantni vzdalenosti mezi fibrilami (Hi-
rano et al., 1989). Kolagenni fibrily se ve stromatu rohovky skladaji asi do 300 lamel paralelnich
s povrchem, fibrily v sousednich lamelach lezi v thlu 0-90° (viz obr. 3). Pocet lamel se na hra-
nici s limbem zvySuje na témét 500 (Hamada et al., 1972). Lamely tvofi pasy, které se horizon-
talné i vertikalné $tépi a vzajemné se protinaji (Radner et al., 1998; Meek a Boote 2004). Nékteré
lamely zasahuji ze stromatu do Bowmanovy vrstvy a podileji se na stabilizaci tvaru piedni cCasti
rohovky (Bron, 2001).

Vzdalenost a orientace kolagennich fibril ve stromatu je regulovana vazbou s dalsi slozkou
extracelularni matrix — proteoglykany. Proteoglykany rohovky se skladaji z proteinového jadra
(dekorin, keratokan, lumikan, mimekan, biglykan) a polysacharidovych fetézci tvofenych
z disacharidovych jednotek — glykosaminoglykani. Mezi hlavni proteoglykany rohovkového
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stromatu patfi keratan sulfat s korovym proteinem lumikanem ¢i keratokanem, dermatan sulfat
s korovym proteinem dekorinem a chondroitin sulfat (Funderburgh et al., 1998; Soriano et al.,
2000). Glykosaminoglykany jsou negativné nabité a maji schopnost vazat vodu, jejich uspota-
dani a zejména stupen hydratace se vyznamné podileji na udrzeni fyziologické vzdalenosti mezi
kolagennimi fibrilami a celkové na hydrataci rohovky (Scott, 1998; Miiller et al., 2004). Obnova
kolagenu ve stromatu je pomald, trvda 2-3 roky, jeho degradace je zajiSténa enzymaticky,
matrixmetaloproteindzami, predev§im kolagenazami a Zelatindzami (Sivak a Fini, 2002).

Keratocyty jsou vmezeteny mezi jednotlivymi lamelami a dotykaji se svymi vybézky (obr.
AS). Produkuji jednotlivé slozky extracelularni matrix a v normalni zdravé rohovce se obnovuji
velmi pomalu. V reakci na poskozeni stromatu se keratocyty aktivuji, jejich fenotyp (pfitomny
jsou transmembranovy sialomucin CD34, gangliosidovy antigen 3GS5 a zaroven neni exprimovan
hladkosvalovy aktin a-SMA) (obr. 4) se méni, nabyva charakteru kontraktilnich myofibroblasti
(exprimuje hladkosvalovy aktin a homeoboxovy gen zrakového systému VSX1), jez se vyznamng
podileji na hojeni stromatu (Stramer et al., 2004, Barbaro et al., 2006).

Kromé keratocytl se ve stromatu nachazeji rizn¢ zralé dendritické buiky, které se po trans-
plantaci mohou pfimo i nepfimo podilet na navozeni imunitni odpovédi (Creemers et al., 1999;
Khaireddin et al., 2003; Hamrah a Dana, 2007).

— -

Obr. 4. Stroma rohovky. Keratocyty jsou zviditelnény detekci transmembranového sialomucinu CD34
vnepiimé fluorescen¢ni imunohistochemii (zeleny fluorescencni signal, DNA vizualizovana
propidiumjodidem) a v enzymatické imunohistochemii (dobarveno hematoxylinem), méfitko 10 pm
(fotografie archiv autorky)

Z patologii, které zasahuji stroma rohovky a mohou byt diivodem k jeji transplantaci, je velmi
Casty keratokonus, projevujici se ztencenim a vyklenutim rohovky, dale stromalni dystrofie,
napfiklad makularni, granularni ¢i miizkova dystrofie rohovky (shrnuto v Aldave a Sonmez,
2007; Tan et al., 2008; Weiss et al., 2008; Liskova a Jirsova, 2012).



1.1.5 Descemetova membrana

Descemetova membrana je bazalni membranou endotelu, jehoz je produktem. Sklada se ze
dvou morfologicky odlisnych ¢asti: asi 3 um silné predni vrstvy formujici se od 4. mésice
fetalniho vyvoje a ¢asti, kterd se utvaii az po narozeni a be¢hem Zivota se ztluStuje na 8—10 pm.
Kolem 70. roku je tloustka Descemetovy membrany asi 13 um (Wulle, 1972; Waring et al.,
1974; Waring, 1982; Murphy et al.1984a).

Piedni Cast Descemetovy membrany vznikajici b&hem intrauterinniho vyvoje je vysoce
uspotfadana struktura tvofena kolagenem VIII (Kenney et al., 1997). Tato vrstva je v pri¢ném
fezu uspofadana v pruzich (anterior banded layer), podélné byla pomoci imunoelektronové
mikroskopie detekovana hexagonalni sit’ (viz obr. 3) (Murphy et al.1984a; Sawada et al., 1990).
Role kolagenu VIII v Descemetové membrané neni zcela objasnéna. Je mozné, ze hexagonalni
matrix poskytuje strukturdlni oporu pred tlakem komorové tekutiny. Kolagen VIII byl ve
zdravych rohovkach kromé¢ Descemetovy membrany detekovan i v mist€¢ svého vzniku, tedy
v bunkach endotelu (Gottsch et al., 2005).

Zadni ¢ast Descemetovy membrany, kterd je tvofena postnatalné sekretovanym kolagenem,
se nesklada do prouzki a tvofi homogenni ¢ast membrany (posterior non-banded layer) (Waring
et al., 1974; Waring, 1982). Z kolagent je zastoupen predevsim kolagen IV, dale kolageny V, VI
a XVIII. Dalsimi zakladnimi slozkami Descemetovy membrany jsou laminin, fibronektin
a trombospondin (Newsome et al., 1981; Ben-Zvi et al., 1986; Nakayasu et al., 1986; Marshall et
al., 1991b; Ljubimov et al., 1995; Maatta et al., 2006; Tamura et al., 1991; Hiscott et al., 1997,
shrnuto v Jirsova et al., 2008).

V periferii rohovky se v zavislosti na véku nachazeji 30-80 um dlouhé Hassallovy-Henleovy
vybéZky Descemetovy membrany smérem do endotelu, které jsou pokryty buikami endotelu
(Svedbergh a Bill, 1972). Periferné je Descemetova membrana ohrani¢ena Schwalbeho linii,
ktera udava i rozhrani endotelu a tram¢iny komorového uhlu (obr. A8) (Klintworth a Cummings,
2007).

Descemetova membrana je odolnd vuc¢i pusobeni matrixmetaloproteindz, citlivd je na
mechanické poskozeni (Sawada, 1982).

K vyraznym poruchdm Descemetovy membrany dochézi u Fuchsovy endotelové dystrofie
rohovky (charakteristické je pronikani Descemetovy membrany pfes endotel do predni komory
za vzniku cornea gutatta), zadni polymorfni dystrofie rohovky ¢i kongenitalni hereditarni
endotelové dystrofie, u nichz se méni struktura a tloustka Descemetovy membrany. Na rovni
Descemetovy membrany se formuje zadni kolagenni vrstva (posterior collagenous layer), ale
meéni se i slozeni a lokalizace kolagent IV a VIII (Waring 1982; Gottsch et al., 2005; Merjava et
al., 2009a). Podobné zmény jsou typické i pro dal$i endotelové dystrofie ¢i nedédi¢na
onemocnéni, jako je iridokornealni endotelovy syndrom (shrnuto v Aldave a Sonmez, 2007).
Také pii infekénich ¢i neinfekénich ulceracich rohovky dochdzi k protruzi Descemetovy
membrany v podob¢ descemetokély (Pleyer et al., 2002).

1.1.6 Endotel

Endotel rohovky je metabolicky nejaktivnéj§i a zaroven z hlediska mozného posSkozeni
nejcitliveéjsi bunécnou vrstvou rohovky. Je tvofen jednou vrstvou polygondlnich, vétSinou
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hexagonalnich bunék, které lezi na Descemetové membrané a z apikalni strany jsou omyvany
komorovou tekutinou piedni komory oka. Vizualizace endotelu je idealni pomoci konfokalniho
nebo nekontaktniho endotelového mikroskopu, ve fazovém kontrastu svételné mikroskopie, po
obarveni trypanovou modfi, ¢i pomoci imunohistochemické reakce (obr. 5).

Obr. 5. Endotel lidské rohovky. Vizualizace polygonalniho tvaru bunék pomoci riznych zobrazovacich
technik: a — konfokalni mikroskopie, b — fazovy kontrast svételného mikroskopu, ¢ — histologické barveni
trypanovou modii a alizarinem, d — nepfimad imunohistochemie (ZO 1 protein — zeleny signal, DNA
vizualizovéana propidium-jodidem). Méfitko 10 um (fotografie archiv autorky)

Pramérné velikost endotelové buiiky je asi 20 um, plocha 100-250 pm?, tloustka p¥iblizng 5—
6 um. Primérnéa rohovka ma cca 400 000 endotelovych bunék (Svedbergh a Bill, 1972; Waring
et al., 1982). Mezi burikami endotelu jsou 25-40 nm Siroké mezibunécné prostory, buiiky jsou
mezi sebou spojeny v apikalni oblasti t€snymi spoji typu tight junction (exprese okludinu a ZO 1
proteinu) a v ¢asti bazalni fokalnimi tésnymi spoji (macula ocludens) a gap junctions (exprese
konexinu 43). Adhezni spoje obsahuji pro rohovku specificky neuronalni kadherin (kadherin N),
dale epitelovy kadherin (kadherin E), kadherin vaskularniho endotelu (kadherin VE) a kateniny
a, B, vy a podtyp 120p (Petroll et al., 1999; Xu et al., 2002; Valtink et al., 2008; Zhu et al., 2008).
Jadra endotelu jsou zplostéla, kulatd az ovalna. Cytoplazma je bohatd na organely typické pro
bunky s aktivnim transportem a proteosyntézou, cytoplazmatickd membrana obsahuje mnoho
pinocytarnich vezikul. O metabolické aktivité¢ svéd¢i i vysoky pocet mitochondrii. PredevSim
v periferii endotelu se na bunikach nachazeji mikroklky, které zvétsuji povrch builky. Jejich pocet
klesd smérem k pericentralni ¢asti endotelu, buiiky centralnitho endotelu jsou témét bez
mikroklkd (Svedbergh a Bill, 1972; Waring et al., 1982). Mezi nejsilngji exprimované molekuly
patii podjednotka 2 cytochrom-c-oxidazy, podjednotka 6 ATP-syntazy F, a karbonanhydraza
XII, pficemz 34 % z detekovanych transkriptli je specifickych pro endotel (Gottsch et al., 2003).
Z povrchovych adheznich molekul se na burikach endotelu nachézi difuzné adhezni molekula
neuralnich bunék (NCAM) a intercelularni adhezni molekula 1 (ICAM 1), zatimco adhezni
molekula vaskularnich bunék (VCAM) a adhezni molekula leukocytti (ELAM) za fyziologickych
podminek pfitomny nejsou (Foets et al., 1992).

Hlavni funkci endotelu je udrzovani piiméfené hydratace rohovky a tim zajisténi jeji
transparence (Maurice, 1972). Endotel také produkuje jednotlivé komponenty Descemetovy
membrany.

Mezi poruchy endotelu, které vedou k transplantaci rohovky, patii rohovkové dystrofie,
zejména Fuchsova endotelova dystrofie rohovky, a v Ceské republice velmi &asta zadni
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polymorfni dystrofie rohovky. Dalsi pfiiny selhdni endotelu vedouciho k transplantaci jsou
buldzni keratopatie (edém rohovky s vyskytem dutinek v epitelu, degeneraci bazalnich membran
i endotelu, vznikajici vétSinou v souvislosti s odstranénim ¢i implantaci nitroo¢ni ¢ocky) a také
retransplantace selhanych §tépti (George a Larkin, 2004; Gwilliam et al., 2005).

Vyvoj endotelu a jeho charakterizace jako bunécéného typu

Vznik endotelu je podminén oddilenim Cocky od povrchového ektodermu, ke kterému
dochazi kolem 4. tydne intrauterinniho vyvoje embrya (Hay, 1979). Asi v 6. tydnu se vlivem
morfogenetickych pohybti formuje dvouvrstvy opticky poharek. Jeho zakladem jsou bunky
neuroektodermu (nové&ji oznacovaného jako neuroepitel) piedni ¢asti mozku. V tomto obdobi je
rudimentélni oko obklopeno fidkym periokuldrnim mezenchymem. Na savéim modelu bylo
zjisténo, ze progenitorové bunky pochazeji vétsinou z neuralni listy a z mezenchymovych bunck
mezodermu. Stejného piivodu jsou i keratocyty rohovky (Gage et al., 2005; Sowden, 2007). Pro
vyvoj endotelu je nezbytna pfitomnost celé fady transkripénich faktorti, naptiklad FOXCI,
PITX2, PAX6 (Cvekl a Tamm, 2004; Gage et al., 2008). Diferenciace stromatu a endotelu zavisi
také na signalech uvolnénych epitelem ¢ocky (shrnuto v Beebe, 2008).

Historicky byl vyvoj endotelu nejdiive popisovan pouze na ptacim modelu (Le Douarin,
1973; Johnston et al., 1979; Bahn et al., 1984). Pomoci experimentd na chimerickych kiepelkach
se potvrdilo, Ze u ptakl se na ontogenezi endotelu podileji pouze buiky neuralni listy (Creuzet et
al., 2005).

Slozity vyvoj savciho endotelu mtize byt reflektovan pomérné vyraznou fenotypickou he-
terogenitou téchto bunék (Jirsova et al., 2010c). Termin endotel je nepfesné oznaceni vychazejici
pravdépodobné z podobnosti zadni vrstvy rohovky s cévni vystelkou. V endotelu rohovky nejsou
pritomna Weibelova-Paladeho téliska charakterizujici cévni endotel; endotel rohovky neexpri-
muje ani faktor VIII (a jeho podjednotku Willebrandtv faktor), ani dalsi molekuly typické pro
cévni endotel, jako jsou napiiklad VCAM a adhezni molekula trombocyti (PECAM, CD31)
(Treseler et al., 1985—1986; Shamsuddin et al., 1986; Scheeff et al., 2007).

Podil neuronalnich bunék na vyvoji endotelu doklada také exprese neuron-specifické enolazy,
proteinu S 100, neurofilament i adhezni molekuly nervovych bunék (NCAM) (Hayashi et al.,
1986; Foets et al.,, 1992). V endotelu byly prokazany i markery typické pro epitelové buriky,
cytokeratiny 8 a 18 (Krachmer, 1985; Merjava et al., 2009b). Tyto dva cytokeratiny, které jsou
z hlediska ontogeneze exprimovany jako prvni, jsou dilezitymi markery z hlediska proliferace
a aktivace diferenciace (Corcoran a Ferretti, 1997). Za ruznych patologickych podminek je
pomérn¢ Casta transformace endotelu rohovky v jiny bunéény typ, pfipominajici nejcastéji
mezenchym (Lee a Kay, 2006) ¢i epitel (Tetsumoto et al., 1993; Hidayat et al., 20006).

V 70. letech Fine a Yanoff poukazali na to, ze lokalizaci se endotel rohovky blizi mezotelu
vystylajicimu pleuru, peritoneum ¢i perikardium (Fine a Yanoff, 1972). V endotelu rohovky se
podobné¢ jako v mezotelu exprimuje i vimentin (Zhang et al., 1999). Nedavno byly proteiny, které
jsou svym vyskytem pro mezotel charakteristické, prokazany i v endotelu rohovky; jedna se
o0 dosud strukturalné neidentifikovany protein HBME 1 (Hector Battifora mesothelioma protein
1), inhibitor serinové protedzy 9 (serpin B9), kalbindin 2 (dfive kalretinin) a mezotelin (Jirsova et
al., 2010c).

19



Proliferace endotelu

Charakteristickym rysem bun¢k endotelu je jejich prakticky nulova proliferace. Mitotické
figury endotelu je mozné b&€zné€ pozorovat nejpozdéji v prenatdlnim obdobi (Murphy et al.,
1984b), po narozeni k mitotickému dé¢leni zdravého endotelu témét nedochazi. Mitdzy ¢i
inkorporace triciovaného radioaktivné znaceného thyminu, svéd¢ici o prob&hnuvsi S-fazi
bunééného cyklu, byly pozorovany jen vyjimeéné, a to pfi reparaci endotelu po experimentalné
navozeném poskozeni zmrazenim, nebo po chirurgickych zakrocich v pfednim segmentu oka
(Treffers, 1982; Laing et al., 1984).

Proliferace endotelelu je blokovana v G1 fazi bunééného cyklu (Joyce et al., 1996). Inhibice
je dana piitomnosti transformujiciho ristového faktoru beta (TGF-f) v komorové tekuting,
kontaktni inhibici na zéklad€é vysoké exprese inhibitorG na cyklinu zavislych kindz (napf.
p27kipl), které zabrariuji bunkam vstoupit do S faze bunééného cyklu (Chen et al., 1999b; Chen
et al., 2001; Joyce et al., 2002; Enomoto et al., 2006). Mizivé replikacni aktivité endotelovych
bun¢k odpovida i zachovani délky telomer s rostoucim vékem (Egan et al., 1998). Proliferacni
kapacita endotelu mtize byt za urcitych podminek obnovena, naptiklad pfi ztrat¢ kontaktni
inhibice ve vhodném kultivaénim prostiedi (Chen et al., 2001). Proliferace mtize byt navozena
i transfekci onkogent (Wilson et al., 1995). Obecné plati, Ze vyssi proliferaéni aktivity mtize byt
dosazeno u mladsich jedinct (Joyce a Zhu, 2004; Zhu a Joyce 2004; shrnuto v Joyce, 2005).

Po narozeni dosahuje primérny pocet bunék endotelu asi 6000/mm?*. B&hem prvnich mésicii
se bunééna denzita vyrazné snizuje (asi ze 6000 na 4000/mm?), zaroveir vznika zadni vrstva
Descemetovy membrany (Bahn et al., 1984; Bahn et al., 1986). Obdobi ubytku endotelu koreluje
s obdobim do dvou let, po které rohovka nariistd do prumérné velikosti asi 11,75 mm a dale se jiz
nezvétsuje (Murphy et al., 1984b). V této dobé dochazi k rozsiteni plochy endotelu o 15 %
a zaroven ke ztraté bunék o 45 % (Bahn et al., 1986). Soucasné nastava uplna inhibice proliferace
v G1 fazi bun&ného cyklu. Kolem 4. a7 5. roku je prim&ma denzita endotelu 3500 bundk/mm?
(Nucci et al., 1990). Nasledné klesa pocet bun¢k endotelu asi o 0,6 % za rok (Bourne et al., 1997,
Murphy et al., 1984b). Kolem 85. roku ma endotel primérné 2300 bundk/mm? (Yee et al., 1985),
coz je zhruba hrani¢ni hodnota akceptovatelna pro transplantaci rohovky. Celkové lze
charakterizovat pokles bun€k endotelu exponencialni kiivkou, jejiz prvni, prudce sestupné cast
charakterizuje relativn¢ rychly pokles pfiblizné do 10 let véku a druhd, pozvoln¢ klesajici ¢ast
zahrnuje dalsi vékové obdobi (Armitage et al., 2003). Matematicky bylo zjisténo, ze doba, za
kterou dojde ke snizeni poctu bun€k na polovinu, trvad 200-275 let (Yee et al., 1985; Mpller-
Pedersen, 1997; Armitage et al., 2003). Pokud by jen k mirnému, pozvolnému poklesu dochazelo
i u dlouhovékych osob (mnoho dat od téchto osob neni k dispozici), mohla by Zivotnost rohovky
na zakladé poctu bunék endotelu zcela zasadné piekrocit béznou délku zivota, coz je tieba brat
v uvahu pfi pfipravé rohovek pro transplanta¢ni ucely (Jirsova et al., 2009).

V periferii rohovky je ve srovnani s centralni rohovkou vyssi hustota bun€k endotelu (Amann
et al., 2003). Procento zvétSenych diploidnich a multiploidnich bun¢k vznikajicich fuzi se
zvySuje pii poruchach endotelu a v zavislosti na véku (Kaufman et al., 1966a; Neubauer et al.,
1984; Ikebe et al., 1986).

Endotel regeneruje jen minimalné, jeho celistvost se obnovuje reparaci. Ztrata bunék je
vyrovnavana posouvanim sousednich bunék na uvolnéné misto a jejich rozprostiranim —
rozSifovanim a ztencovanim (Hoppenreijs et al., 1996; Nejepinska et al., 2010) (obr. 6). Buiniky
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