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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, kterd 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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