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Il sistema della superficie oculare
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adattatoda Gipson et al, IOVS, 2007

Sistema V'L Sistema vascolare
Ghiandola lacrimale nervoso
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mucosa-associated lymphoid tissue (MALT)
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La superficie oculare

Ghiandola
lacrimale Ghiandola
principale lacrimale
accessoria
Film lacrimale pre-oculare
Ghiandola
Epitelio di Epitelio Strato mucoso-acquoso  Strate lipidico
. . E 0.1 pm
Meibomio 7-8um 5
I

\

Film
lacrimale

Ghiandaole Ghiandole di

lacrimali Meibomio

Mucine

1.legate alle membrane cellulari {MUC 1, MUC 16, MUC 4 prodotte dalle

cellule dell’epitelio di superficie)

2. formanti gel {(MUC 5AC prodotte dalle goblet cells congiuntivali)

3. monomeri solubili {MUC 7 prodotte dalle ghiandole lacrimali)
Funzioni

A. Protettiva e reologica - viscosita delle lacrime

B. riducono la tensione superficiale all’interfaccia tra strati

C. ne permettono diffusione uniforme
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ANATOMIA DELLEPITELIO CORNEALE
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Lepitelio corneale & un epitelio stratificato, squamoso, non cheratinizzato. (50-80m)
E costituitoda:

- un singolo strato di cellufe basali (originano dalle cellule staminalilimbarie sono le
uniche a poter andare incontro a mitosi)

- due o tre strati di celiufe alari

- due strati di cellule superficiali squamose {apicali)
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LA BARRIERA CORNEALE
EPITELIALE

Transmembrane

mucin Glycocalyx
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» tight junction

» adherens junction

¢« desmosome

Mantelliet al, 2013
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APCs serve as W T— -
immune sentinels| "%, | L @ / CO14 cols
to the foreign wasga COME - - -
world and can be
divided into
‘professional’ and
‘nonprofessional’

types.

Postanor par
of the cormea

Anterior chamber

Pupil

The good, the bad and the ugly — APCs of the eye, Novack et al, 2003 TRENDS n ireennciogy
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{:} O |:> Immune tolerance

Immature DCs T cell anergy, apoptosis
(iDCs) Treg induction

Activation Activation
Slgnals Prollferation
I:> Immune reaction

Immature DCs Mature DCs Activated T cells
(mDCs)

Activation

Signals
—) IZ>O |:> Immune tolerance

- T cell anergy, apoptosis
Tﬁlerﬂgenic DCS NU maturatlon Treg "-Iducﬁgn

Hattori et al, Cornea, 2016

ALMA MATER 'ﬂilll"l[l.}ElM U'\I‘LH’\II\ I1[ HIIIH A
E SO0 PLIY ESSERE UTILIZZATO EN Bl W ALTRE FIR £ ISTITURICNALL




Loss of corneal Langerhans cells during
storage in organ culture medium

group

— storage =21 days
= storage =21 days

20
0.9 -
15 % -L_.-‘l.___..._
[
= 06-
g
10+ E
S
£
fresh g 03 -
Q
=7 Bed MK
Bl organ culture
Eye, 1998 0-
gl ) 3 opisar °0 Eye, 2016
.00 3.00 . . .
0 2 4
storage time in days

Years since keratoplasty

ALMA MATER 5TUDIORUM ~— UNIVERSITA DI BOLOGNA
i 0 A1 TERMINT TH LEG WA ALTRE PERSCNE O PER FINI &

iSAE MO PLY ESSERE LITILIZEAT EILM GGl DA ¥l £ 1RO ST ITUZICHNALL



MEMBRANA BASALE DELLEPITELIO CORNEALE

Matrice extracellulare altamente specializzata
che regola I'omeostasi comeale

IntraceBular Lerafin

|
S ) essssssssssss@ (pleomedoale Filament
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LAMINA LUCIDN
............. » Anchoring Filaments
Laminin- 3132
LAMINA DENSA =) [ ollagens, Perlecan,

Laminini, Nidogeni

Torricelli et al., 10VS, 2013

- Anchoring Fibrils
[Type Wl collagen)

» Modulazionedellacrescita, proliferazione e differenziazione delle cellule epiteliali
corneali

* Funzionedi barriera:

v" impedire il passaggio di citochine dall’epitelio allo stroma (es: TGFB1, PDGF) e
viceversa (keratinocyte growth factor)

v" barriera fisica alla penetrazione di virus e batteri nello stroma corneale
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S ;«O Difetti strutturali e funzionali della membrana basale

(}

epiteliale consentono alle citochine di raggiungere lo

)
1O% W

,..#
?3 stroma -> |a riparazione di tali difetti regola i livelli stromali
g—‘ ed epiteliali di citochine e fattori di crescita

e
WleTe

Esempi di patologie oculari con coinvolgimento delle membrana
basale: erosioni corneali ricorrenti, distrofia corneale a lattice,
syndrome di Alport, cheratocono, alterazioni corneali nel diabete
mellito, cheratopatia bollosa...

Torricelli et af,, fOVS, 2013

Nel cheratocono lo spessore epiteliale & estremamente variabile e si
possono osservare difetti nella membrana basale.
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LIMBUS

’E} Zona di transizionetra cornea e congiuntiva
e Sede delle cellule staminali limbari epiteliali
e

by
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Niche
Corneal Stem Cells

Cellulestaminalilimbari ({LSC):
- permettono di mantenere I'integrita della superficie corneale

- rappresentanouna barriera fisica che impedisce all’'epitelio congiuntivale
di crescere sulla cornea
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FISIOLOGIA DELLEPITELIO CORNEALE
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Tempo di turnover completo dell’epitelio:
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Lo Tordo g

Tutte le cellule epitelialiderivano dal

b 3
differenziamento delle cellule basali, ‘ g/ Qe Mourceme
perché sono le uniche in grado di dividersi o Lo

. . Y @ Ui epiteli s Ol
per mitosi.

Proliferazione verticale / mitosi delle cellule basali:

- Migrazionedelle cellule basali verso lo strato intermedio, grazie ai
microfilamenti

(8 Verawst avgdpng Inl

- Stazionamentonellostrato intermedio: 3-7 gg
- Migrazioneverso lo strato superficiale

- Desquamazione nel film lacrimale
Proliferazione orizzontale:

Le cellulestaminalidel limbus producono le cellule basali.
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Thoft & Friend, IOVS, 1983 X, Y. 2 Hypohesis of comeol epithaliol mointeacnce

LIMBUS CORNEA

aFGF, bFGF

Serum, | INGF,
Retinoic| |Calcium |
acid G;!')

7N N\

\_ S SC *TA\(E/ — PMC

| [

! Terminally

i differentiated
\ i Postrmilolc cells :
lr \\ cells
C?tem jr'ransmn.'[ aCid,
cells amplifying | .
cell Kruse F, Eye, 1994 JGF—B 1
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Cytokeratin 7 and 13, mucin (MUC) 1 and MUC5AC are
5 reported as being more specific for conjunctival epithelium
Mthan cytokeratin 19. Ramirez-Miranda 4 et al Mal Vis 2011

Donisi PM et al, Analysis of limbal stem cell
deficiency by corneal impression cytology. Cornes, 2003

Limbus

Congiuntiva

g corneosclerale Cornea
Periferica Centrale

CK3- CK19+ CK3- CK19- CK3+ CK19-

Zona di differenziamento CM
Cellule ‘I -
Bl — Cellule soprabasali LCPM

proliferazione  caiiule CAT .
Basali Se W
CS= cell. staminali; CAT = cell. amplificanti di transizione
CPM = cell. post-mitotiche; CM = cell. mature
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Corneal epithelial
healing

‘]KM \ 1 -
oxin, trauma,
infection,

v" Fase dilatenza:

| leucociti rimuovonole cellule morte e i detriti
dal sito in cui & avvenutoil trauma.

| legami tra cellule basalie membrana basale si
rompono.

v Fase intermedia:

Le cellule basali si orientanoin direzione del
difetto epiteliale e inizianoa migrare
(microfilamentidi actina).

v" Fase finale:

Proliferazione cellulare attorno alla ferita, che
fornisce la spinta per la migrazione della massa
epiteliale e consente di ricostruire gli strati
epiteliali (proliferazione verticale).
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Spreading and
dedifferentiation

Cell migration

Cell pruliferatinrrl

redifferentiation

Regeneration




LEPITELIO NEL TRAPIANTO DI CORNEA
(perforante e lamellare anteriore)

LUepitelio ricevente migra dal tessuto circostante il trapianto e sostituisce
completamente quellodel donatore nell’arcodi 1-2 mesi, ma:

A Presenza di difetti epiteliali/BM preesistenti possono essere rallentareil processo.

Se non si verifica una prontariepitelizzazione

-
Difetti epiteliali persistenti

|
v

Infezioni, cicatrici, assottigliamento stromale, perforazioni

l

Fallimento del graft!

La ricostituzione di un epiteliointatto & fondamentale per la sopravvivenza del
graft dopoil trapianto.

ALMA MATER S5STUDIORUM = UNIVERSITA DI BOLOGNA

IL FRESEMNTE MATIRRALE | RISERVATO AL PERSCHNALE DELLUNIVERSITA [H BOLOGNA E SO FLCY ESSERE UTILIZZATO A1 TERMAND DH LEGGE D6 ALTRE FERSONE O FER FINI XOM ISTITUZHONALL



Denervazione post-cheratoplastica

Plegso sub-basale

esso stromale

TRAPANAZIONE PK/ALK 360° Muller LI et al., Exp Eye Rep. 2003
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The Architecture of Human Corneal Nerves

Ramon Y Cajal, 1890

Epithelium

Bowman’s layer e

Stroma f' MullerL J et al, IOVS 1997



Plesso sub-basale

Post PK

Aumento della tortuosita, ridotti numero, pattern di “ramificazione” e lunghezza delle fibre

Niederer RL et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2007
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Corneal Innervation and Cellular Changes after Corneal

Transplantation: An In Vivo Confocal Microscopy Study
TOVS, February 2007, Vol. 48, No. 2
Rachael 1. Niederer, Divva Peramal, Trevor Sherwin, and Charles N. J. McGhee

TaBLE 2. Comparison between Control and Posttransplantation
Corneal Parameters

Density Control Posttransplantation

Basal epithelial

cell 06397 + 1107 5379 + 1142
Subbasal nerve

fiber 21.6 £ 598 1.83 = 3.42
Nerve branch 86.3 £ 56.2 4.66 £ 10.3 <(.001
Nerve branch/

mim nerve 368 + 1.44 0.48 *1.12 <2().001
Anterior

keratocyte 715 = 271 372 *£ 193 <0.001
Mid stroma

keratocvte 340 = 493 194 = (9.5 <0.001
Posterior

keratocyte 297 + 60,4 198 = 62.5 =<().001
Endothelial cell 2699 + 313 1222 + 682
Central corneal

thickness 547 + 27.9 595 * 47.8 <0.001

La riduzione del numero dei cheratociti ed l'alterazione dei plessi nervosi sono presgnti

fino ad40 aadopoil trapiantodi cornea
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Belmonte C, et al. Nerves and sensations from the eye surface. Ocular Surf 2004
£<L

Noxious stimuli

corneal hyposensitivity

Xu KP et al Cornea 1996
Bourcier T et IOVS 2005
Benitez-Del-Castillo JM et al IOVS 2007
VillaniE et al IOVS 2007

corneal hypersensitivity

De Paiva CS at al Am J Ophthalmol 2004
Tuisku IS et al Exp Eye Res 2008

tear hyperosmolarity

inflammation

nd

cornea epithelial injury

stimulation corneal nerve endings
High pain sensitivity and low pain tolerance
are associated with symptoms of DE increased sensory drive from the ocular
Vehof J et al. JAMA Ophthaimol. 2013 surface

Bron Al et al Ocul Surf, 2009



Sensation Cell

Receptor Stimuli
5 7 o Functional types of body  Type
| ﬁ‘io, corneal sensory S |
| 'g gl nnocuous
& %ﬁ‘ o ?Tr receptors Touch —a= __ Mechano ' M ooty mechanical
= |0 ~ forces
L8/
= [ s Noxious
_)"C_ TRPV1 stimuli
Polymodal TRPV2 ( Strong mechanical
forces, H*, K*,
MS Endogenous &
(High threshold) Ewnnrm Chemicals,
ASICs Noxious Heat & Cold )
~
Biarm 3 TRPV3
-~y Moderate
-+ TRPV4 s »
changes
. ( Warming & Cooling )
=
Temp. < Cold TRPM8

Belmonte C et al. Exp Eye Res 2004
Belmonte C and VianaF. Mol Pain.

ALMA MATER "li lll"lllﬂ LiM ~
RO LY ESSERE LITILIZZATO EN

U'\|‘L-"[ R5ITA DI BOLOGNA
FERSONE D FER FIN



f‘&\ft\rﬁ rﬂfﬁfoﬁ
r.xr.\rmr.\rm N

TSB= Time Sensation Break in seconds
after sustained eye opening

Versura P et al Cornea 2015

Cornea temperature and pain sensation
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Von Frey 1894,
Boberg-Ans 1955,
Lele-Weddell 1956,
Cochet-Bonnet 1960,
Draeger 1967,

Gotz 1972,
Weinstein 1988,
Vega 1999
Belmonte 1999

29

* Mechanical stimuli: air jets at flow rates D
0-200 mL, reaching the corneal surface

at 34°C &

* Chemical stimuli: air containing 0-80% ﬂ;h;w
CO2 at sub-threshold flow rates and
temperature at 34°C \)_q‘

* Thermal stimuli: cooled or warmed air

at sub-threshold flow rates, changing
corneal basal temperature £1°C
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CORNEAL SENSITIVITY
Specific diseases

Cold and heat | Chemical Mechanical
HSV Heat: +++ ++++

Cold: normal
Fibromialgia |Cold: +++ No variation
Keratoconus |Cold: +++ + +

DES

Cold: ++++
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ZHAMNGF et al, ] Cell Physiol 2007
PAN Z et Ell, 10YS 2011 TR PVl TR Pv4
MERGLER § et al, Exp Eye Res 2010, 2011

MERGLER $ et al, Histochem Cell Biol 2012
YANG Y et al, Exp Eye Res 2013
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TRPV receptors are present in
corneal epithelial and
endothelial cells,

corneal fibroblasts,
conjunctival epithelial cells




TRPV receptors and osmolarity

TRPV receptors are osmosensitive and play a
role in mediating corneal epithelial inflammatory
mediator secretion (IL-6, IL-8) and HLA-DR

Zang F etal. J Cell Physiol 2007
Versura P et al IOVS 2011

Tear fluid hyperosmolality increases nerve
Impulse activity of cold thermoreceptor endings
of the cornea

Parra A et al, Pain 2014
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roles of TRPV osmo-
sensitive channels

up-regulation of
inflammatory mediators
roles of TRPMS8

' cold-sensitive

Increased tear channels
/ osmolarity \ PAIN

activate : reflex regulation of
o tear film _ -

DFO'ikrf am core instability tearing and blinking
cytokines mechanisms
and HLA-DR T

1 low goblet cells

L1t mucin loss

TNFa + epithelial damage

MMPs apoptosis



KINETICS OF CYTOKINE RESPONSES IN TEARS AFTER KERATOPLASTY
Fodor M et al, 2009

IL-10 IL-12p70 IL-1B
_ E ' The enhanced release of

IL-6 and IL-8 intothe tears
of patients with corneal

5
L

1

0510152025
1 1

2.0 40 6.0
10

i R i - 0 graft rejection concomitant
| = & with decreased

] | ] I ] I ] I ] | 1 ] T T 3 T H

0 100 200 300 400 O 100 200 300 400 0 100 200 300 400 concentrationsof IL-10,

TNF-a, and IL-12p70 may

Smoothed IL Concentration Levels (pg/mL)

IL-6 IL-8 TNF-o :
% 4 § , 1 - possibly serve as an
8 L8 T o indicator of the rejection
5 = . s ==
28 SN process.
b= - o o)
8 - S N\ 27T
N — [ IJ .
= T o i N T g
T

T T T T I | T T T T T T T I

0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Postoperative Days

| —— Nonrejection Patients ------- Rejection Patients
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