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SUHRN

Ciel: Cielom tejto prace bolo zistit vyskyt jednotlivych retazcov kolagénu IV (a1, a2, a3, 04, a5 a a6) v kontrolnych rohovkach
a v rohovkach pacientov so zadnou polymorfnou dystrofiou rohovky (ZPD).

Metodika: Pre experimenty bolo pouzitych 7 kontrolnych rohoviek a 7 rohovkovych teréov ziskanych pri keratoplastike pacien-
tov so ZPD. Jednotlivé retazce kolagénu IV boli detekované v kryorezoch o hriubke 7 Km pomocou nepriamej fluorescencénej
imunohistochémie.

Vysledky: V kontrolnych rohovkach sa v bazalnej membrane epitelu nachadzali retazce a3, a5 a 06, v strome retazce a3 a a5.
V Descemetovej membrane boli pritomné vSetky retazce kolagénu IV s vynimkou retazca a1, ktory bol pozitivny len u jednej
kontrolnej rohovky zo siedmych. V bunkach epitelu a endotelu kontrolnych rohoviek nebol kolagén IV detekovany. U rohoviek
pacientov so ZPD sa v bazalnej membrane epitelu okrem retazcov a3, a5 a a6 vyskytoval aj retazec a2, v strome boli vedla re-
tazcov 03 a a5 detekované i retazce a1, a2 a 4.V Descemetovej membrane rohoviek pacientov so ZPD boli vo zvySenej (a1,
a2, a3), znizenej (04, a6), alebo nezmenenej (a5) miere oproti kontrolam pritomné vSetky retazce kolagénu IV.V bunkach epitelu
a endotelu rohoviek pacientov nebol kolagén IV detekovany.

Zaver: Ludska rohovka vykazuje znaénu heterogenitu vo vyskyte retazcov o kolagénu IV, a to predovSetkym v bazalnej mem-
brane epitelu a v Descemetovej membrane, pre ktoré je pritomnost kolagénu IV jednou z charakteristickych ¢ft. U pacientov so
ZPD dochadza k zmenam expresie jednotlivych retazcov kolagénu IV na urovni Descemetovej membrany a stromy.
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SUMMARY

Immunohistochemical Characterization of Collagen IV in Control Corneas and in Corneas Obtained from Patients Suffe-
ring from Posterior Polymorphous Corneal Dystrophy

The expression of all six chains of collagen IV was studied using the indirect fluorescent immunohistochemistry in seven con-
trol corneas and seven corneas obtained from patients suffering from the posterior polymorphous corneal dystrophy. Hetero-
geneous staining, especially in the epithelial basement membrane and Descemet’s membrane, was observed in the control cor-
neas. An increase of the staining intensity for the a1 and o2 chains was observed, especially in the Descemet’s membrane and

the corneal stroma in samples obtained from the patients compared to the control tissues.
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Jednym z charakteristickych rysov rohovky je jej transpa-
rencia, ktora je udrziavana usporiadanim rohovkovej stromy
a funkénostou endotelu. Zakladnou extracelularnou zlozkou
stromy su kolagénové viakna [21, 22].

Kolagén IV sa v rohovke nachadza nielen v strome, ale
je predovSetkym zakladnou stavebnou Strukturou bazal-
nych membran (BM) [8, 10], ktoré hraju délezitu ulohu v bu-
necnej adhézii, diferenciacii a regeneracii [15]. V rohovke
su dve BM: BM epitelu (BME) a Descemetova membrana
(DM).

Kolagén IV je protein tvoreny troma retazcami o zlozenymi
do trojzavitnice. Dodnes bolo identifikovanych 6 réznych re-
tazcov a (a1 — a6) kolagénu IV [24]. Triméry [a1]202 a [a1]3
su pritomné vo vac¢sine BM, zatial ¢o retazce a3, a4, a5 a a6
sU minoritnou komponentou BM s obmedzenou tkanivovou di-

stribuciou [8]. Hlavnou funkciou kolagénu 1V je tvorit podpornu
siet. NavySe r6zne domény retazcov a mozu regulovat bun-
kové funkcie, akymi su anti-angiogénne a anti-tumorové vlast-
nosti. Retazce a1 a a2 podporuju bune€nu migréciu, zatial ¢o
vSetky ostatné retazce maju anti-invazivny charakter [23].

Imunohistochemickou charakterizaciou retazcov kolagénu
IV v normélnej rohovke zistili Ljubimov a kol. [19] vertikalnu
a horizontalnu heterogenitu v ich lokalizacii. V BME centralnej
rohovky detekovali retazce a3 — a5. Intenzita ich signalu kle-
sala smerom k periférii. V strome rohovky detekovali retazce
a3, a4 a o5. V DM sa na stromalnej strane nachadzali retazce
al a a2, na strane endotelovej retazce a3, a4 a ob5. Tuori
a kol. [26] podobne lokalizovali retazce a3 a a4 na endotelo-
vej strane DM, ale v BME ich pritomnost nezistili. Retazce o5
a 06 detekovali v BME centralnej rohovky a na endotelovej
strane DM. Retazec a6 pritom vykazoval horizontalnu hetero-
genitu s poklesom signalu smerom k periférii. Imunoelektréno-
vou mikroskopiou bol pozorovany kolagén IV na endotelovej
strane DM [20].
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Mutacie v génoch pre retazce a3, a4, a5 a a6 kolagénu IV
podmienuju vznik Alportovho syndromu, dediéného ochorenia
charakterizovaného hematuriou, senzorineuralnou hluchotou
a o¢nym postihnutim [16].

Zadna polymorfna dystrofia rohovky (ZPD, posterior poly-
morphous corneal dystrophy) je bilateralne ochorenie rohovky
s autozomalne dominantnou dedi¢nostou, ktoré postihuje pri-
marne endotel a DM [3, 4, 7].

Zmeny na uUrovni endotelu pacientov so ZPD (epitelizacia
a proliferacia abnormalneho endotelu) boli detailne charakterizo-
vané svetelnou a elekironovou mikroskopiou [2, 7, 13]. Epiteliza-
cia endotelu pacientov so ZPD bola dalej potvrdena detekciou
vyskytu Sirokého spektra cytokeratinov, typickych epitelialnych
proteinov, kioré sa v zdravom endoteli nevyskytuju [9, 25].

Jednym z troch zatial zndmych mutovanych génov, ktoré
asociuju so ZPD, je gén pre retazec o2 kolagénu VI
(COL8A2) lokalizovany na 1. chromozéme [1]. U jedného pa-
cienta so ZPD bol popisany ektopicky vyskyt retazca a3 kola-
génu IV v bunkach endotelu rohovky v dbsledku mutacie
v transkripénom faktore 8 (TCF8, novsie nazyvany ZEB1), lo-
kalizovanom na 10. chromozéme [12].

V rohovkéch pacientov so ZPD méze dochadzat k formova-
niu patologickej vrstvy na urovni DM — zadnej kolagénovej
vrstvy (posterior collagenous layer, PCL). Tato vrstva formuje
dalSiu vrstvu medzi zadnou amorfnou vrstvou (posterior non-
banded layer) a endotelom. U pacientov so ZPD boli deteko-
vané vsetky tri typy PCL: pruzkovana, fibrilarna aj fibrocelu-
larna. Zadna kolagénova vrstva vznikd aj v rohovkach
pacientov, ktori trpia chorobami s podobnymi zmenami na
urovni zadnej asti rohovky ako sa vyskytuju u ZPD, napriklad
u kongenitalnej hereditarnej endotelovej dystrofie, Fuchsovej
dystrofie alebo iridokorneélneho endotelového syndromu [27].
Pomocou imunoelektrénovej mikroskopie boli v tejto patologic-
kej vrstve detekované kolagény I, Ill, V, VI a VIII [17].

Detailn& lokalizacia a charakterizacia jednotlivych kolagé-
nov u pacientov so ZPD v$ak doteraz nebola prevedena. Cie-
[om tejto prace je zmapovat vyskyt jednotlivych retazcov kola-
génu IV v normalnych rohovkach a rohovkach ziskanych od
pacientov so ZPD.

PACIENTI A METODIKA

Sedem kontrolnych rohovkovych terov (K1 — K7) vyluce-
nych z transplantaé¢ného programu (nevyhovujuce kvalitativne
a kvantitativne parametre endotelu, pozitivne vysledky sérolo-
gického vySetrenia darcu) poskytla O¢ni tkanova banka Vseo-
becné fakultni nemocnice a 1. LF UK. U darcov tychto roho-
viek nebolo zaznamenané Ziadne ochorenie oCi a ich
priemerny vek bol 63 rokov.

Sedem rohovkovych teréov bolo ziskanych pri parcialnej
perforujucej keratoplastike pacientov so ZPD (tab. 1).

Tab. 1. Pacienti so ZPD, od ktorych boli ziskané rohovkové terée
(uvedeny vek je vek v dobe prevedenia keratoplastiky, Z — Zena,
M - muz)

Pohlavie

Pacienti
P1
P2
P3
P4

P5
P6
pP7
Priemer

Jedna z tychto rohoviek bola ziskana od pacienta pochad-
zajuceho z rodiny, v ktorej bolo ochorenie mapované na kratke
ramienko 20. chromozému (vid tab. 1; P1), [6]. Dalich pét ro-
hoviek bolo ziskanych od piatich pacientov, ktori pochadzaju
z rovnakej geografickej oblasti v juhozépadnej ¢asti Ceskej re-
publiky a predpoklada sa u nich rovnakda mutécia (vid tab. 1;
P2, P4 — P7). Jedna rohovka bola ziskana od pacienta s dete-
kovanou mutéciou v ZEB1 géne [18] (vid tab. 1; P3). Jeden
z pacientov so ZPD vykazoval na rohovkovej topografii pre ke-
ratokonus charakteristické vyvySenie v inferotemporalnej Casti
rohovky (vid tab. 1; P5).

Ziskané rohovky boli rozdelené na tri ¢asti, zaliate do média
pre zamrazovanie tkaniv (Optimal cutting temperature me-
dium) a uchované pri teplote -70 °C. Pre experimenty boli pou-
zité kryorezy o hrubke 7 Km, montované po Styroch na pod-
lozné sklicka. Jeden rez na kazdom skli¢ku bol pouzity pre
negativnu kontrolu (vynechana inkubécia s primarnou protilat-
kou).

Retazce a1, a2, a3, a4, a5 a a6 kolagénu IV boli dete-
kované metédou nepriamej fluorescenénej imunohistoché-
mie. Rezy boli fixované 10 minut v chladenom aceténe
a oplachnuté vo fosfatovom pufre (phosphate buffered sa-
line, PBS, pH = 7,4). Nasledne boli rezy inkubované jednu
hodinu s primarnou protilatkou riedenou v PBS s 1% bovin-
nym sérom albuminom pri izbovej teplote. Boli pouzité my-
Sie a potkanie monoklonalne protilatky v nasledujucich kon-
centraciach: anti-kolagén IV a1 (1 : 50), anti-kolagén IV a3
(1:50), anti-kolagén IV a5 (1 : 50), (Wielisa, Wieslab, Svéd-
sko), anti-kolagén IV a2 (1 : 300), (Chemicon International
Inc., Temecula, USA), anti-kolagén IV o4 (1 : 25) a anti-ko-
lagén IV a6 (1 : 50), (poskytnuté doktorom Sadom, Japon-
sko). Po oplachnuti (3 5 minut v PBS) boli rezy inkubované
1 hodinu s anti-mysSacou (1 : 500) alebo anti-potkariou (1 :
100) 1gG sekundarnou protilatkou konjugovanou s FITC
(fluorescein isothiocyanate), (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, USA). Pre zhotovenie prepara-
tov bolo pouzité montovacie médium Vectashield s propi-
dium iodidom pre vizualizaciu bunkovych jadier (Vector La-
boratories, Inc. Burlingame, USA). VSetky experimenty boli
prevedené dvakrat.

Rezy boli pozorované pod fluorescenénym mikroskopom
Olympus BX 51 pri zva¢Seni 100—400-krat. Pre fotograficku
dokumentaciu sme pouzili Vosskihler VDS CCD — 1300 ka-
meru (VDS Vosskihler GmbH, Nemecko) a pre hodnotenie
vzorkov program LUCIA 4.8 (Laboratory Imaging, CR). Inten-
zita signalu bola hodnotena jednou osobou pomocou skaly: —
negativita, + slaba pozitivita, ++ stredna pozitivita, +++ silna
pozitivita.

VYSLEDKY

Intenzita signalu pre jednotlivé retazce kolagénu IV a ich lo-
kalizacia v kontrolnych rohovkach a rohovkach pacientov so
ZPD je zobrazena v tabulke 2.

Retazec a1 kolagénu IV nebol detekovany ani v BME, ani
v strome kontrolnych rohoviek. Pozitivny signal bol zazname-
nany v BM limbusu a spojovky (data neuvedené). V jednom
pripade bol retazec a1 detekovany na stromalnej strane DM
v jednej linii na periférii rohovky (K3).

BME pacientov so ZPD bola negativna. Stroma troch paci-
entov bola silno pozitivna predovSetkym v zadnej ¢asti (1/5 —
1/3 stromy). Prechod medzi silno pozitivnou a kompletne ne-
gativnou ¢astou stromy bol velmi vyrazny. U Siestich pacien-
tov so ZPD bol retazec a1 slabo az silno pozitivny na endote-
lovej strane DM v jednej linii na periférii ronovky (P1, P2) alebo
prerusovane po celej dizke DM (P3, P4). U pacientov P5 a P7
bola tato linia zdvojena (obr. 1A).
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Tab. 2. Pritomnost retazcov S kolagénu IV v bazdlnej membréne epitelu (BME), v strome (S) a v Descemetovej membréne (DM) zdravych

rohoviek (K) a rohoviek pacientov so ZPD (P)

Vzorky

Kontroly

K1

K2

K3

K4

K5

K6

K7

Intenzita signalu: — negativita, + slaba pozitivita, ++ stredna pozitivita, +++ silna pozitivita signalu.

Retazec a2 kolagénu IV nebol detekovany v BME ani
v strome kontrolnych rohoviek. Pozitivny signal pre retazec o2
sa objavil v BM limbusu a spojovky (data neuvedené) a v DM
Siestich kontrolnych rohoviek, a to vo vSetkych pripadoch na
stromalnej strane (K1, K3 — K7) a v dvoch pripadoch aj na en-
dotelovej strane DM (K1, K4).

U pacientov so ZPD bola v Styroch rohovkach slabo az silno
pozitivna BME. U piatich pacientov bola silno pozitivna zadna
(1/10 — 1/3) Cast stromy, ktora bola ostro ohrani¢ena od nega-
tivnej &asti stromy. DM v&etkych pacientov bola po celej dizke
pozitivna v jednej linii, u Siestich pacientov na endotelovej
strane (P1 — P5, P7), u dvoch pacientov na endotelovej aj stro-
malnej strane (P3, P5) a u jedného pacienta len na stromalne;j
strane (P6) (vid obr. 1B).

Retazec a3 kolagénu IV bol slabo az stredne pozitivny
v BME troch kontrolnych rohoviek. Tato pozitivita sa stracala
smerom k periférii rohovky. Stroma vykazovala slabu difuznu
pozitivitu v piatich a DM vo vSetkych kontrolnych rohovkach,
a to na endotelovej strane v jednej linii po celej dizke ro-
hovky.

BME bola slabo az silno pozitivna v Siestich rohovkach od
pacientov so ZPD. Stroma Styroch pacientov (P2 — P5) bola
silno pozitivna len v zadnej ¢asti (1/5 — 1/3). Stroma troch pa-

Obr. 1. Vyskyt retazcov a1, a2 a a3 kolagénu IV v rohovkach kon-
trol a pacientov so ZPD.

Popis: Retazec a1 (A) bol detekovany len v zadnej strome a na en-
dotelovej strane Descemetovej membrany u pacientov so ZPD.
Retazec a2 (B) bol u pacientov so ZPD pritomny v bazalnej mem-
brane epitelu, v zadnej ¢asti stromy a na endotelovej strane Des-
cemetovej membrany. Vyskyt retazca a3 (C) sa prilis nelisil medzi
kontrolnou a patologickou rohovkou (pozitivita v bazalnej mem-
brane epitelu, na endotelovej strane Descemetovej membrany;
u pacienta so ZPD zdvojena linia). Signal pre vsetky retazce a je
zeleny (FITC - Fluorescein isothiocyanate) a jadra su zviditelnené
propidium jodidom (Pl). Mierka znazorriuje 10 um

Kontroly ZPD

A
a1 (IV)

Epitel - stroma

Stroma - endotel

B
a2 (IV)

Epitel - stroma

Stroma - endotel

c
a3 (IV)

Epitel - stroma

Stroma - endotel
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cientov (P1, P6 a P7) vykazovala slabu az silnu difuznu pozi-
tivitu po celej dizke stromy. DM bola slabo az silno pozitivna
u Siestich pacientov v jednej linii po celej dizke endotelu. U pa-
cienta P3 bola tato linia zdvojena (obr. 1C).

Retazec a4 kolagénu IV nebol detekovany v BME ani
v strome kontrolnych rohoviek. DM vSetkych kontrolnych roho-
viek vykazovala slabu az silnu pozitivitu na endotelovej strane
po celej dizke rohovky.

Retazec a4 nebol pritomny ani v BME, ani v strome roho-
viek ziskanych od pacientov so ZPD (okrem slabo pozitivnej
zadnej 1/3 stromy pacienta P5). Na endotelovej strane DM pi-
atich rohoviek bol detekovany slaby signal pre retazec o4.
V dvoch rohovkach signal nebol pritomny.

Retazec a5 kolagénu IV vykazoval silnu pozitivitu v BME
a strednu az silnu pozitivitu na endotelovej strane DM kontrol.
Stroma piatich kontrolnych rohoviek vykazovala slabu difuznu
pozitivitu po celej dizke stromy.

Stredne az silno pozitivny signal bol pritomny aj v BME a na
endotelovej strane DM patologickych rohoviek. U pacientov
P3 a P5 sa objavilo zdvojenie linie v DM. Stroma pacientov P3
a P5 bola silno pozitivna len v zadnej ¢asti (1/5 — 1/3), stroma
pacientov P1 a P6 vykazovala slabu difuznu pozitivitu po celej
dizke a stroma ostatnych pacientov bola negativna.

Retazec 06 kolagénu IV bol stredne az silno exprimovany
v BME kontrolnych rohoviek. Pozitivna bola aj BM limbusu,
spojovka bola negativna (data neuvedené). Stroma vsSetkych
kontrolnych rohoviek bola negativna. DM vykazovala slabu az
silnu pozitivitu na endotelovej strane v jednej linii po celej
dizke rohovky.

BME a DM v&acsiny rohoviek pacientov so ZPD boli slabo az
stredne pozitivne, stroma bola negativna.

V bunkach endotelu a epitelu nebol pritomny ziaden z dete-
kovanych retazcov kolagénu IV.

DISKUSIA

Cielom tejto Studie bolo charakterizovat vyskyt retazcov o1
— 06 kolagénu IV v kontrolnych rohovkach a rohovkach paci-
entov so ZPD. Charakterizacia lokalizacie jednotlivych retaz-
cov kolagénu IV v normalnej rohovke je délezita ako pre po-
znanie S&truktury zdravej rohovky, tak aj pre zistenie
pripadnych rozdielov v pritomnosti a lokalizacii kolagénov
v patologickych rohovkach.

Vyskyt jednotlivych retazcov a kolagénu IV v naSich kon-
trolnych rohovkéch je takmer zhodny so zverejnenymi vysled-
kami lokalizacie kolagénu IV [19, 26]. Na rozdiel od nas dete-
kovali Ljubimov a kol. [19] retazec al na stromalnej
strane DM a retazec a4 v BME a strome. Naopak Tuori a kol.
[26] podobne ako my retazec a4 v BME nedetekovali. Roz-
licné vysledky mézu byt spésobené hlavne pouzitim odlis-
nych protilatok a modifikaciami v prevedeni imunohistoche-
mickej metddy.

Za zéasadny nalez povazujeme oproti kontroldm znacne
zvySeny vyskyt retazca a1 v DM vacsiny rohoviek pacientov
so ZPD. Pritomnost retazca o1 kolagénu IV bola zazname-
nana aj v zadnej strome troch pacientov so ZPD. Retazec o2
sme oproti negativnej strome vSetkych kontrolnych rohoviek
detekovali v strome vacsiny rohoviek pacientov so ZPD. Op-
roti kontroldam sme zaznamenali aj zosilnenie intenzity sig-
nalu retazca a2 aj v DM a BME. Lokalizacia retazcov o
a a2 bola na rozdiel od kontrolnych rohoviek (pozitivita na
stromalnej strane DM) zaznamenand na endotelovej strane
DM, ktora sa tvori v dospelosti a m0ze vypovedat o zmenach
vznikajucich na zaklade abnormalnej sekrécie patologického
endotelu.

KedZe retazce a1 a a2 sa u kontrol exprimuju predovset-
kym v BM limbusu a spojovky, v oblastiach s vysokou prolife-

racnou c¢innostou, domnievame sa, ze ich zvySeny vyskyt na
endotelovej strane DM u pacientov so ZPD méze byt spojeny
s prolifera¢nou kapacitou patologického endotelu, v ktorom sa
nachadzaju bunky exprimujuce proliferacny marker Ki67 (data
neuvedené). NavySe promigrac¢né vlastnosti retazcov a1 a a2
boli uz popisané [23]. Bolo preukazané, ze zmeny v zlozeni
BM mdbzu navodit zmeny v expresii cytokeratinov v bunkach
leziacich na BM [14]. M&zeme si predstavit, ze zmeny v zlo-
zeni DM vedu k zmenam fenotypu endotelovych buniek (epi-
telizacii endotelu), k jeho patologickej sekrécii, a tim spatne
k dalSim zmenam v Strukture DM.

Akumul&cia refazcov a1 a a2 a strata retazcov a3 a a5 ko-
lagénu IV bola popisana aj v BME rohoviek pacientov s kera-
tokonusom [5, 11, 26]. K strate retazcov a3 a a5 ani k akumu-
lacii retazca a1 u nasho pacienta so ZPD a s keratokonusom
(P5) nedoslo. U tohto pacienta sme v BME detekovali retazec
a2, ten sa ale vyskytoval aj v BME troch dalSich pacientov so
ZPD (P2 — P4) bez pritomnosti keratokonusu. Z toho dévodu
akumulaciu retazca a2 v BME nemézeme jednoznaéne davat
do suvislosti s pritomnostou keratokonusu. To, ¢i dochadza
k akumul&cii retazca a2 v BME niektorych pacientov so ZPD
v désledku ZPD, je treba overit na va¢Som subore kontrolnych
aj patologickych rohoviek.

Vy$&Siu intenzitu signélu pre retazec .3 kolagénu IV v rohov-
kach ziskanych od pacientov so ZPD sme oproti kontrolam de-
tekovali na urovni BME, stromy a DM. Vyskyt retazca a3 v en-
doteli rohovky jedného pacienta so ZPD v doésledku
mutacie génu TCF8 bol popisany Krafchakom [12]. V naSich
experimentoch sme pritomnost Ziadneho zo sledovanych re-
tazcov kolagénu IV v endoteli pacientov nepreukazali, aj na-
priek tomu, ze mutécia v ZEB1 géne bola preukdzana u jed-
ného nasho pacienta (P3), [18]. Zaujimavé je, Ze aj pacienti
bez detekovanej mutacie v tomto géne vykazuju podobné
zmeny v zastupeni a lokalizacii jednotlivych retazcov kola-
génu V.

Tato Studia charakterizuje vyskyt jednotlivych retazcov ko-
lagénu IV v rohovkach pacientov so ZPD. U ZPD dochadza
k akumulacii retazcov a1 a a2 predovsetkym v DM a rohovko-
vej strome. Zmeny v zlozeni a lokalizacii retazcov kolagénu IV
spolu s intracelularnymi zmenami patologického endotelu
mézu byt podkladom morfologickych zmien aj proliferacnej ka-
pacity, ku ktorym dochadza (zatial bez preukazatelnej korela-
cie ku zmenam na molekularne-genetickej Urovni) v rohovkach
pacientov so ZPD.

ZAVER

Retazce kolagénu IV v zdravej rohovke vykazuju
znacnu heterogenitu v lokalizécii v jednotlivych vrstvach
rohovky.

Z nasich vysledkov vyplyva, ze u pacientov so ZPD do-
chadza k zmenam v zastupeni a lokalizacii jednotlivych retaz-
cov kolagénu IV na urovni DM, stromy ale aj BME. K akumu-
lacii dochadza u retazca a1 v DM a strome a u retazca a2
v DM, strome aj BME. Mechanizmus vzniku tychto zmien,
ktoré mézu podporovat proliferaénu kapacitu a morfologické
zmeny patologického endotelu na molekularne genetickej pri-
¢ine zatial nebol zisteny.
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