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Kolageny jsou fibrilarni proteiny tvofici 25—-30 % vSech pro-
teind v téle savcl. U ¢lovéka byla dosud potvrzena exprese 27
typl, které se lisi strukturou, funkci a distribuci v tkanich. Ko-
lageny jsou kédovany vice nez 40 geny, podle struktury se déli
do osmi skupin, tabulka 1.

K syntéze kolagen( dochazi na hrubém endoplazmatickém
retikulu, proces zrani pokracuje fadou posttranslacnich Uprav.
Kolageny tvofici fibrily vznikaji spojenim tfi syntetizovanych
pro-alfa Fetézcl v trojitou levotocivou Sroubovici prokolagenu
(tropokolagenu) o tloustce asi 1,5 nm; pro tuto reakci je ne-
zbytny glycin, ktery je kazdou tfeti aminokyselinou v fetézci.
Vznikajici pro-alfa Fetézce jsou potranslaéné upravovany pre-
devSim hydroxylaci prolinu a lysinu a glykosylaci hydroxyly-
sinu. Tato Uprava je nezbytna pro prodluzovani fetézcl a na-

Tab. 1. Kategorizace kolagenti podle struktury a jejich distribuce v lidskych tkanich. (BM: bazalni membrana, FACIT: kolageny asocio-

vané s fibrilami s prerusenim trojSroubovice

Skupiny kolagent

Typ kolagen a jeho tkanova distribuce

I: vétSina pojivovych tkani

II: hyalinni chrupavka, meziobratlové ploténky

IlI: elastické a embryonalni pojivové tkané (napfiklad kize, plice, velké arterie, stfeva, déloha)

Kolageny tvofici fibrily

V: tkané obsahujici typ I, hyalinni chrupavka, nervovy systém

XI: hyalinni chrupavka, meziobratlové ploténky, vnitfni ucho

XXIV: tkéné obsahuijici kolagen |, vyvijejici se kost

XXVII: embryonalni chrupavka, epitely (Zaludek, plice, pohlavni zlazy, kize, zuby, kochlea)

IV: bazalni membrany

Kolageny tvofici sit

VIII: rdzné tkané, predevsim endotel

X: hypertroficka chrupavka

Kolageny filamentarni

VI: kost, hyalinni chrupavka, mékké pojivové tkané, cévy, kiize, meziobratlové ploténky, periferni nervy

Kolageny tvofici ukotvujici fibrily

VII: ukotvuijici fibrily (pfedevsim kiize)

IX: hyalinni chrupavka, meziobratlové ploténky

XIlI: tkané obsahujici kolagen |, fetalni chrupavka

XIV: embryonalni chrupavka

Kolageny asociované s fibrilami

XVI: rGzné tkané (hladké svalstvo)

s pferusenim trojSroubovice
(FACIT kolageny)

XIX: bazalni membrana rliznych tkani

XX: embryonalni kiize, Slacha, sternalni chrupavka

XXI: rizné typy tkani (cévni stény)

XXII: v bazalni membrané tkanovych rozhrani (pfechod mezi svalem a vazivem v kosternim
a srde¢nim svalu, hranice zakladu vlasového folikulu a skary v kazi)

Kolageny s transmembranovou
doménou

XIlI: rGzné tkané, (kGze, plice, mozek, Slachy, ledviny)

XVII: hemidesmozomy, kiize

XXIII: amnion, plice, rohovka

XXV: mozek, srdce, varlata

Kolageny obsahujici endostatin

XV: v zéné bazalni membrany rGznych tkani, svaly

XVIII: v zéné bazalni membrany rGznych tkani, jatra

Zatim neuréeno

XXVI: neni znamo
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sledné vytvoreni stabilnich vazeb. Tropokolagen slozeny ze
tfi stejnych ¢i rGznych alfa fetézcu pfislusného kolagenu pro-
chazi Golgiho aparatem, ve kterém dochazi k agregaci mole-
kul a zvy$eni stupné jejich kondenzace. To je prfedpokladem
pro vznik sekre¢nich vakuol, ve kterych se prokolageny exocy-
tézou dostavaji z bunék do extracelularni matrix (ECM).
V ECM dochazi k enzymatickému odstépeni N- a C-terminal-
nich prokolagennich peptidi. Nasledna rychla agregace do
fibril neni regulovana enzymaticky a jeji mechanismus neni
dosud znam. Vazba mezi fetézci ve fibrilach je stabilizovana
vytvofenim pevné vazby (crosslinking). Fibrilogeneze je dale
regulovana reakci s dal§imi typy kolagen( a proteoglykany.

V lidském oku je pfitomno nejméné 16 typl kolagend. V ro-
hovce byly detekovany kolageny [, 1lI-VIII, dale XII, XIII, XV,
XVIII a XXIIl. Ve skléfe se nachazeji kolageny I-II, V, VI, VIII
a IX=XIl. V tram¢iné je pfitomen kolagen I, [1I-V, VIII a XVIII.
V €occe jsou zastoupeny kolageny I, IlI-VI v duhovce a v fas-
natém télesu kolageny I, lll, IV a VI, pouze v fasnatém télesu
byl detekovan kolagen XVIII. Ve sklivci je nejhojnéji zastoupen
kolagen I, pfitomny jsou i kolageny VI, IX a XI. V sitnici byly
lokalizovany kolageny I, I, V, VIII, XIIl a XVIII. V embryonalni
tkani lidského oka byly detekovany kolageny VIII a XIIlI.

METODY DETEKCE KOLAGENU
V ROHOVCE

Studium kolagenu v rohovce se provadi riznymi metodami.
Na bunécné urovni Ize lokalizovat prisludny kolagen imunohis-
tochemicky. Princip metody spociva v navazani protilatky (Ci
fady dvou a vice protilatek) na pfislusny kolagen (respektive
jeho fetézec) a jeho zviditelnéni ve fluorescencni nebo svée-
telné mikroskopii. Vétsi zvétSeni a rozliseni elektronové mikro-
skopie umoznuje poskytnout detailni informace o vyskytu ko-
lagent, a to jak na udrovni detekce kolagenu protilatkami
(imunoelektronova mikroskopie), ¢i sledovani jejich lokalizace
véetné bliz§iho uréeni typu kolagenu dle morfologické struk-
tury. Vzhledem k absenci protilatek proti nékterym z kolagent
nemohlo byt studium vyskytu jednotlivych kolagennich fetézcu
zatim detailné provedeno.

Expresi genu pro urcity fetézec pfislusného kolagenu Ize zji-
stit reverzni transkriptazovou polymerazovou fetézovou reakci,
pfipadné reverzni transkriptdzovou polymerazovou fretézovou
reakci na zakladé pfitomnosti transkribované mRNA slouzici
jako templat k syntéze odpovidajiciho proteinu. Nevyhodou je,
ze pokud se mRNA neizoluje z oddélenych struktur rohovky
(napf. epitelu, stromatu a endotelu), coz je technicky obtizné,
ale z rohovky celé, nelze ziskat informace o lokalizaci jednotli-
vych kolagenl v jejich jednotlivych vrstvach, ale pouze o pfi-
tomnosti ¢i nepfitomnosti mMRNA v celé rohovce. Lokalizaci
mRNA v tkani (burikach) Ize provést pomoci in situ hybridizace.

Usporadani stromatu, predevSim strukturu a velikost fibril
a proteoglykand mizeme studovat metodou rentgenové di-
frakEni analyzy. K detailni charakterizaci molekul kolagenu se
pouziva metoda mikroskopie atomarnich sil, umoziujici vy-
soké rozliseni blizici se velikosti atomud. Nevyhodou této me-
tody je omezeni pouze na studium povrchu sledované struk-
tury.

KOLAGENY V ROHOVCE

V lidské rohovce se vyskytuje nejméné 12 typd kolagen(.
Tvofi 71 % jeji suché hmotnosti. Nachazeji se pfedevsim ve
stromatu, ale jsou i nepostradatelnou soucasti bazalnich

Tab. 2.  Vyskyt a lokalizace kolagenu ve zdravé lidské rohovce

Lokalizace v lidské rohovce Kolagen
v

\

Bowmanova vrstva, stroma

lokalizace neuréena, kolagen
detekovan na drovni exprese
mRNA

* pouze zadni 2/3 stromatu
° pouze Bowmanova vrstva

membran (BM) rohovky. Vyskyt kolagenl ve zdravé lidské ro-
hovce a jejich lokalizace je zobrazena v tabulce 2.

Schematické znazornéni struktury a lokalizace kolagenl
pfitomnych v jednotlivych vrstvach rohovky dospélého ¢lovéka
je uvedeno na obrazku 1.

Kolagenni fibrily utvareji ve stromatu rohovky asi 300 s po-
vrchem paralelnich lamel, fibrily v sousednich lamelach lezi
v Uhlu 0-90°, obrazek 2. Pocet lamel se na hranici s limbem
zvySuje na témér 500. Lamely tvofi asi 0,5-250 Km Siroké
pasy, které se mohou vertikalné a zejména horizontalné Stépit
a vzajemné protinat. Nékteré lamely zasahuji ze stromatu do
Bowmanovy vrstvy a podileji se na udrzeni stabilniho tvaru
predni ¢asti rohovky.

Kolagenni fibrily v rohovkovém stromatu maji jednotny pra-
mér, jehoz hodnoty jsou udavany 23-33 nm v zavislosti na
metodach pouzitych pfi zpracovani méfeného vzorku. Tento
pro jiné tkané neobvykle maly prameér fibril a pravidelna vzda-
lenost mezi nimi (20-41 nm), (obr. 2) jsou predpokladem
transparence rohovky (primér fibril v neprihledné skléfe je
mezi 25-300 nm).

Vysoce organizované fibrily stromatu jsou tvofeny kolageny
I, Il a V. Nejhojnéji je zastoupen kolagen |, ktery dava tkani
pevnost v tahu. Mnozstvi kolagenu | a lll je v poméru 15 : 1
(kolagenu V je o néco méné nez kolagenu lll). Ke zmnozeni
kolagenu Il dochazi s rostoucim vékem, pfi hojeni a zanétu.
Kolagen V se nachazi ve stromatu rohovky ve vysSich kon-
centracich nez v jinych tkanich, interakci s kolagenem | ovliv-
fuje tloustku fibril. Kolagen VI vytvari mikrofilamentarni struk-
tury a vazbou na kolagenni fibrily se pravdépodobné podili na
jejich stabilizaci a udrzeni konstantni vzdalenosti mezi nimi.
Podeél fibril se vyskytuje i kolagen XII, v zadnich dvou tfetinach
stromatu byl detekovan kolagen XlIl. Obnova kolagenu ve
stromatu je pomald, trva 2-3 roky, degradace je zajisténa en-
zymaticky, matrixmetaloproteindzami, pfedevsSim kolagena-
zami a Zelatinazami.
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Obr. 1. Kolageny v lidské rohovce. Vlevo parafinovy rfez rohovkou,
obarveno hematoxylinem-eosinem. Méritko 10 nm. Vpravo sche-
matické znazornéni struktury a lokalizace kolagenti nejhojnéji za-
stoupenych v jednotlivych ¢astech lidské rohovky, zpracovano
dle Prockopa a Kivirikka a Hulmese

EASERITRAEA, s RORRRE DR o TR S

Obr. 2 Elektronova transmisni mikroskopie stromatu rohovky
zdravého darce zobrazujici kolagenni lamely tvorené pravidelné
usporadanymi fibrilami leZicimi v uhlu 0-90°. Pficny fez rohov-
kou, méritko 500 nm (poskytnuto Dr. R. D. Youngem, Dept. of Op-
tometry & Vision Sciences, Cardiff University, Velka Britanie)

TR B D

Vzdalenost a orientace kolagennich fibril ve stromatu je re-
gulovana vazbou s dalsi slozkou ECM — proteoglykany. Prote-
oglykany rohovky se skladaji z proteinového jadra (dekorin, ke-
ratokan, lumikan, mimekan, biglykan) a polysacharidovych
fetézcu slozenych z disacharidovych jednotek — glykosaminog-
lykant (GAG). Mezi hlavni proteoglykany rohovkového stro-
matu patfi keratansulfat s korovym proteinem lumikanem ¢i ke-
ratokanem, dermatansulfat s korovym proteinem dekorinem
a chondroitinsulfat. Ve zdravé rohovce neni exprimovan GAG

heparansulfat, jeho exprese je bunkami stromatu a zfejmé
i epitelu aktivovana pfi hojeni. Vazby s kolageny se u€astni jak
proteiny (vazba na kolagen I), tak i glykosaminoglykanova
sloZka (vazba na kolagen IX a XIlI, XVIIl) proteoglykand. GAG,
respektive jejich usporadani a zejména stupen hydratace, se
vyznamné podileji na udrzeni fyziologické vzdalenosti mezi ko-
lagennimi fibrilami. Podle zatim posledniho modelu, ziskaného
na zékladé méreni jednotlivych struktur stromatu (kolageny,
proteoglykany), je na kolagenni fibrile vazano Sest korovych
proteind proteoglykan(, jejichz GAG se paprscéité rozbihaji
a vazou k Sesti nejblizS§im nesousednim kolagennim fibrilam.

Za predni ¢ast stromatu je v posledni dobé povazovana ne-
bunééna Bowmanova vrstva. Zfetelné ji Ize u ¢lovéka deteko-
vat v devatenactém gesta¢nim tydnu. Jedna se o vrstvu 8—12
um silnou, jejiz slozky jsou produkovany keratocyty stromatu.
Je tvofena predevsim kolageny 1, 11l a V; pfitomen je i kolagen
VI, tvofici kotvici vlakna mezi hemidesmozomy a kotvicimi
plaky ve stromatu. Hraje tak dlleZitou roli pfi stabilizaci bunék
epitelu, bazalni membrany epitelu (BME) a Bowmanovy vrstvy.
V Bowmanoveé vrstvé se nachazi i kolagen XVIII, ze kterého
Stépenim protedzami vznika inhibitor angiogeneze endostatin,
jenz se podili na kompartmentalizaci vaskularnich a avaskular-
nich oblasti oka. Kolagenni fibrily nejsou v denzni Bowmanové
vrstvé uspofadany do lamel a maji mensi primér nez vidkna ve
stromatu rohovky. Kromé oddéleni bunék epitelu a stromatu, a
tedy i vzajemného ovliviiovani jimi sekretovanymi faktory, nenfi
dalsi fyziologicka funkce Bowmanovy vrstvy znama.

Kolageny se v rohovce nachazeji i v BM rohovky; tj. v BME
a Descemetové membrané (DM). Obé jsou tvofeny ECM, pfi-
¢emz BME vznika sekreci epitelovych bunék, DM sekreci endo-
telu. Hlavni funkci BM rohovky je oddéleni epitelovych nebo en-
dotelovych bunék od podlozni pojivové tkané. BM mohou
modulovat fyziologické (embryonalni vyvoj, bunééna diferenci-
ace, regenerace) i patologické (invaze nadoru) procesy.

BME rohovky se sklada pfedev&im z kolagenu IV, ktery je
majoritni strukturni komponentou v§ech bazalnich membran,
dale z adhezivnich molekul lamininu, fibronektinu a nidogenu.
Z kolagenl byl v BME prokazan i typ VII (viz vyse), Xl a XVIII.
Kolagen IV a Xll se svym vyskytem v BME a absenci v BM
limbu a spojivky podileji na vytvoreni rozhrani mezi rohovkou
a spojivkou.

K nejvyznamnéjsim stavebnim slozkam DM patfi kolageny
IV, VIII a laminin, v mensi mife jsou zastoupeny kolageny V, VI
a XVIIl. DM je slozena ze dvou Casti: asi 3 um silné predni
vrstvy formujici se od 4. mésice fetalniho vyvoje, a ¢asti, ktera
se utvafi az po narozeni a béhem Zzivota se ztluStuje na
8-10 um. Cast DM vznikajici béhem intrauterinniho vyvoje je
vysoce usporadana struktura tvofena predevsim kolagenem
VIII. Tato vrstva je v pfiéném fezu usporadana v pruzich (an-
terior banded layer), podéIné byla pomoci imunoelektronové
mikroskopie detekovana hexagonalni sit (obr.1). Role kola-
genu VIl v DM neni zcela prozkoumana. Je mozné, ze hexa-
gonalni matrix poskytuje strukturalni oporu pred tlakem komo-
rové vody z predni komory. Kolagen VIII byl ve zdravych
rohovkach kromé& Descemetovy membrany detekovan
i v misté svého vzniku, tedy v burikédch endotelu. Zadni, spiSe
amorfni ¢ast membrany (posterior non-banded layer) je tvo-
fena pfevazné rliznymi fetézci kolagenu IV.

ONEMOCNENi ROHOVKY
PROJEVUJICi SE ZMENAMI
NA UROVNI KOLAGENU

Zmény na urovni kolagent (mutace gend, poruchy ve zrani
a struktufe, zmény lokalizace) byly zaznamenany u fady oc¢-
nich onemocnéni; ¢asto mohou byt i jejich pFi¢inou. U nékte-
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rych chorob je postizeni rohovky charakteristickym a vyiji-
mecné také jedinym znakem, vétSinou se vSak jedna o one-
mocnéni zasahujici vice organa.

Pfikladem onemocnéni bez dokumentovaného postizeni ji-
nych organl je Fuchsova endotelova dystrofie rohovky. Pro
tuto chorobu je charakteristicky pokles denzity bunék endotelu
vedouci ke ztraté jeho funk&nosti, nasledné dochazi ke vzniku
edému rohovky a ztraté zrakové ostrosti. Typické jsou i zmény
v DM; vznikaji kapkovité prominence (guttae) smérem do
predni komory oka, které narusuji integritu endotelu. Rozezna-
vame Fuchsovu dystrofii s manifestaci v raném véku a typ
s pozdni manifestaci. Bylo prokazano, ze prvni uvedeny typ je
podminén mutacemi v genu kodujicim fetézec a2 kolagenu
VIl (COL8A2); detekovany byly i zmény v expresi lamininu,
fibronektinu a kolagenu IV. Mutace v genu COL8A2 byly zjis-
tény i u pacientl trpicich zadni polymorfni dystrofii, onemoc-
nénim charakterizovanym epitelizaci a proliferaci endotelu ro-
hovky.

V rohovkach ziskanych od pacientll se zadni polymorfni
dystrofii podminénou mutacemi v genu ZEB1 (TCF8) byl v en-
dotelu popsan ektopicky vyskyt a3 fetézce kolagenu IV. Gen
ZEB1 kdduje transkripéni faktor, ktery se vaze do promotorové
oblasti genu pro tento fetézec.

U obou vySe zminénych dystrofii, ale i u kongenitaini here-
ditarni endotelové dystrofie a iridokorneélniho endotelového
syndromu, je €asty vznik patologické zadni kolagenové vrstvy,
ve které byly detekovany kolageny I, 1lI, IV, V, VI a VIII.

U jednoho z nejCastéji se vyskytujicich onemocnéni ro-
hovky — keratokonu — byly zjistény abnormality v organizaci
stromalnich lamel s nerovhomérnou distribuci kolagennich fib-
ril, dale byla popsana zvySena degradace kolagenu VI matrix-
metaloproteinazou 2 a snizeni mnozstvi kolagenu IV (fetézcl
a3-a5) v BME. Pfi¢inna mutace v genech pro kolageny
ovSem zjiSténa nebyla. Patogeneze keratokonu v souvislosti
s poruchami kolagent je intenzivné studovana.

Pigmentové skvrny v makule a ve stfedni periferii sitnice,
predni lentikonus, vzacné zadni polymorfni dystrofie rohovky
se objevuji u pacientll s Alportovym syndromem, ktery je kli-
nicky charakterizovan nefritidou, ¢asto progredujici do renal-
niho selhani a ztratou sluchu. Podstatou onemocnéni jsou
mutace kolagenu IV (fetézce a3—06) vedouci k vyznamnym
porucham BM, pfedevsim glomerul( ledvin.

O¢ni postizeni: modra skléra, syndrom ochablého vicka,
ztenceni az ruptura rohovky, mikrokornea a rlizné abnormality
zakfiveni rohovky byly zaznamenany u Ehlersova-Danlosova
syndromu. Jedna se o heterogenni skupinu dédi¢nych one-
mocnéni pojivové tkané charakterizované ve své klasické
formé predevsim hyperextenzibilitou a fragilitou kGize, opozdé-
nym hojenim ran, snadnym vznikem hematomu a generalizo-
vanou kloubni hypermobilitou. Pfiinou tohoto syndromu je
fada mutaci, véetné zmén v genech pro r(izné fetézce kola-
genl V, l a lll. K onemocnéni vedou i poruchy genl kédujicich
enzymy podilejici se na posttranslacnich modifikacich téchto
kolagen.

Osteogenesis imperfecta je skupina dédi¢nych onemocnéni
podminénych mutacemi v genech pro fetézce a1 a a2 kola-
genu |, charakterizovana nachylnosti ke snadné lomivosti
kosti a k deformitam skeletu. Z o¢niho postizeni byly popsany
modré skléry, snizeni centralni tloustky rohovky, zmenseni je-
jiho primeéru, kratsi délka bulbu, myopie, keratokonus, opacity
rohovky, glaukom i kongenitalni ageneze Bowmanovy vrstvy.

Epidermolysis bullosa je skupina onemocnéni s abnormali-
tami BM kdze a sliznic zahrnujici nékolik typ, které vykazuiji
rlzny stupen postizeni kiize a oka. Charakteristickym znakem
je fragilita kiize, s tvorbou puchyfi po minimalnim traumatu.
Postizeni spojivky a rohovky, projevujici se poruchami ukot-
veni bunék epitelu k BM, mlze vést k opakovanym rohovko-
vym erozim, jizveni a v konecné fazi az ke slepoté. Dystroficka
forma epidermolysis bullosa, pfi niz byly zjistény mutace v a1
tohoto onemocnéni mohou byt pfi€¢inou mutace v genu pro o1
fetézec kolagenu XVILI.

Nepravidelnosti v priiméru kolagennich fibril ¢i vzdalenosti
mezi nimi byly zaznamenany u mukopolysacharidézy 1, IlI, IV
a VI a také u makularni dystrofie rohovky.

Z vy8e uvedeného vyplyva, ze zachovani spravné struktury
a zastoupeni jednotlivych kolagenl véetné jejich mnoZstvi
a lokalizace je nezbytné pro udrzeni normalni funkce rohovky,
a ze jejich poSkozeni je spojeno s celou fadou patologickych
stavu.

ZAVER

Kolageny jsou zakladni strukturni slozkou extracelularni
matrix rohovky a zdsadné se podileji i na udrzeni jeji funkc-
nosti. Poruchy kolagenl se vyskytuji u celé fady onemocnéni
rohovky a mohou byt i jejich pfi¢inou.
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