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1. Wstep.

1.1. Budowa rogowki w kontekscie leczenia jej uszkodzen.

Rogowka jest wysoce wyspecjalizowang tkankg, ktorej zasadnicza cechg jest pehlna
przezierno$¢. Glownymi czynnikami pozwalajacymi na uzyskanie tej wlasciwosci sa brak
naczyn krwiono$nych, obecno$¢ nabtonka nierogowaciejacego pokrytego filmem tzowym,
brak pigmentacji, a takze rozmiary i organizacja przestrzenna wiokien kolagenowych zrebu
rogowki.

Ze wzgledu na opisang charakterystyke budowy, procesy gojenia rogoéwki przebiegaja
odmiennie niz w innych tkankach, za$ brak naczyn krwiono$nych wplywa na ograniczong
zdolno$¢ regeneracji tego elementu $ciany gatki ocznej. Wiele przewlekle gojacych sie
powierzchownych uszkodzen rogoéwki, a takze wigkszo$¢ glebokich owrzodzen poprzez
doprowadzenie na skutek zej$cia procesu do wytworzenia nieprzeziernosci w postaci zmian
pigmentacyjnych, zaburzenia uktadu widkien kolagenowych rogéwki lub blizn doprowadza do
zmniejszenia pola widzenia, uposledzajac w mniej lub bardziej istotnym stopniu funkcje

wzrokowa rogdéwki (Gelatt 2014; Gelatt 1 Gelatt 2011; Maggs 1 in. 2009).

1.2. Anatomia kliniczna galki ocznej ze szczegdélnym
uwzglednieniem rogowki.

U ssakow narzad wzroku sktada si¢ z galki ocznej oraz aparatu ochronnego oka. Na aparat ten
sktadajg si¢: powieki, spojowka gatkowa i powiekowa — stanowigce worek spojowkowy,
powiez oraz gruczoly tzowe. Aparat ruchowy gatki ocznej stanowig jej migsnie. (Konig 1
Liebich 1999; Kuryszko i Zarzycki 2000; Nizankowska 2007; Peiffer 1991). Przedni biegun
gatki ocznej stanowi rogéwka (fac. cornea), ktoéra jest elementem warstwy wioknistej i
jednoczesnie zewnetrznej Sciany oka, zamykajacym je od przodu oraz stanowigcym trwatg
barierg miedzy okiem i otoczeniem. W stanie prawidlowym rogdéwka jest w petni przezroczysta
1 stanowi element tzw. toru wizyjnego oka czyli toru przechodzenia $wiatla przez wszystkie
osrodki od rogéwki, przez ciecz wodnista, ciato szkliste az do siatkowki (Gelatt i Gelatt 2011;
Stades i in. 2006).

U zwierzat domowych pionowa $rednica rogéwki jest wigksza niz jej Srednica pozioma
(Gelatt 1 Gelatt 2011). Rozmiar rogéwki od prawie okragltej do owalnej (pionowej / poziome;j)
roézni si¢ w zalezno$ci od gatunku zwierzat: psa (8,5 x 9,5 mm), kota (8,4 x 8,9 mm), konia

(16,6 x 17,9 mm) i krowy (15,2 x 16,4 mm). Grubo$¢ rogowki wykazuje duzg zmiennos¢



gatunkowg 1 waha si¢ od 0,5 do 0,8 mm. Réznice grubosci rogowki zalezne sg takze od wieku
(ro$nie z wiekiem), ptci (u psa jest nieznacznie ciensza u suk) (Gilger i in. 1991) oraz lokalizacji

(wicksza na obrzezach niz w centrum koputy) (Gelatt 2014). Wyniki statystyczne badan

grubosci (pachymetrii) rogowki u psow 1 kotow przedstawia tabela 1.

Tab. 1. Grubos¢ rogdéwki u psa i kota w badaniu pachymetrycznym.

srodkowo-gérno-przynosowo
obwodowy

przynosowo-obwodowy

srodkowo-dolno-zewnetrzno
obwodowy

zewnetrzno-obwodowy

srodkowo-zewnetrzno-gérno-
obwodowy

centralny

$rodkowo-dolno-przynosowo+

0,540 +/- 0,006

0,520
+/-0,005

0581 +/- 0,006

0,560-0,735
+/-0,005

0,643 +/- 0,006

0,597
+/-0,006

Obszar rogowki Psy miode Psy doroste Psy stare Koty (mm)
0,557 0,612-0,780 +/- 0,617 0,538-0,694
goérno-obwodowy +/- 0,007 0,005 +/- 0,006 +/-0,039

0,523 +/- 0,041

0,530 +/- 0,042

obwodowy 0,538 +/- 0,042
0,539-0,760
dolno-obwodowy 0,773 +/-0,037

0,548 +/- 0,040

0,559 +/- 0,043

0,558 +/- 0,037

0,546-0,767
+/-0,048

Dane za Gilger, B.C et al. (1991) canine corneal thickness measured by ultrasonic pachymetry. American journal of Veterinary Research,
52, 1570-1572; and Schoster, J.V., Wickman, L. & Stuhr, C. (1995) The use of ultrasonic pachymetry.




Rogowka jest bogato zaopatrywana przez widkna nerwowe czuciowe, co zapewnia jej
ochron¢ pozwalajagc na unikanie powaznych urazéw, a wigc zachowanie przeziernoSci.
Zaopatrzenie nerwowe pochodzi z nerwow rzgskowych (nn. ciliares) bedacych gateziami
nerwu trojdzielnego (n. trimigenius) (Mawas 1951).

W rogéwce wyrodznia si¢ cztery do pigciu warstw:
e wielowarstwowy nierogowaciejacy nabtonek przedni
(tac. epithelium anterius corneae)
e Dblona graniczna przednia (fac. lamina limitans anterior corneae s. Bowmani) —
nieobecna u psa i kota.
e istota wlasciwa rogéwki, czyli kolagenowy zrab rogdwki
(tac. substantia propria corneae)
e Dblaszka graniczna tylna (tac. lamina limitans posterior corneae), nazywana tez btong
Descemeta
e jednowarstwowy nabtonek tylny rogowki (tac. epithelium posterius corneae)
Granicg rogowki stanowi rabek (limbus).

Poniewaz nablonek rogoéwki podobnie jak pozostale nabtonki jest stale odnawiany
istnieje pula intensywnie dzielgcych si¢ komorek samoodnawialnych zwanych macierzystymi.
Komorki te zlokalizowane sa wlasnie w rabku rogéwkowym. Rabek rogéwki stanowi takze
istotng granicg chronigca przed migracja komorek nabtonka spojowkowego na rogowke. Mimo
przezroczystosci obydwu nabtonkow, zmiana fenotypu rogowkowego w spojowkowy prowadzi
do utraty przezroczystosci rogéwki (Zagorski 1 in. 2008).

Nablonek przedni rogowki.

Nablonek przedni jest nablonkiem wielowarstwowym ptaskim nierogowaciejagcym o grubosci
okoto 25-40um (u psa i kota). U psa, kota i ptakow sktada si¢ z okoto 4 - 7 warstw i trzech
rodzajow komorek. Sa to: dwie, trzy warstwy ptaskich komorek powierzchniowych, wielokatne
komorki skrzydlowate (2 — 3 rzgdy komorek), oraz pojedyncza warstwa walcowatych komorek
nabtonka podstawnego z lezacg pod nimi btong podstawng (Gelatt i Gelatt 2011). W nabtonku
pomiedzy komodrkami wystepuja polaczenia typu okluzyjnego, przez co w warunkach
fizjologicznych tworzy on nieprzepuszczalng bariere (Eroschenko 2005; Gelatt 2014; Kanski i
Nischal 2000; Spalton i in. 2007). Komorki podstawne sg przyczepione do btony podstawne;j
przy pomocy hemidesmosomow.

Uszkodzone lub zluszczone komorki nabtonka zastepowane sg przez komorki
macierzyste pnia wywodzace si¢ z rabka, zdolne do nieograniczonej liczby podziatow i

migrujace dosrodkowo. W miar¢ podzialéw komoérek podstawnych komodrki potomne sa



wypychane w stron¢ powierzchni i1 ulegajg splaszczeniu przeksztalcajac si¢ w komorki
skrzydtowate (grupa wielokatnych komoérek utozonych w 2-3 warstwach na komorkach
podstawnych). Okazjonalnie w warstwie komoérek podstawnych nabtonka stwierdzane sg takze
limfocyty. Powierzchniowe komorki nabtonka ptlaskiego majg  wypustki  zwane
mikrokosmkami, ktore zakotwiczajg si¢ w filmie tzowym (Gelatt 2014; Gelatt i Gelatt 2011).
Pomiedzy nimi znajduja si¢ pojedyncze komorki dendrytyczne zwane tez komodrkami
Langerhansa, pochodzace z obwodowych naczyn krwionosnych rabka rogowki (Jones i in.
1991; Nishida i Shizuya 2011; Ortowski 1986).

Komorki nablonka zlokalizowane w centrum kopuly rogowki maja wigcej zabezpieczen
(np. mikrokosmki i mikrorzgski) niz komodrki znajdujace si¢ na obwodzie. Niektorzy autorzy
postuluja zwigzek obecnosci wymienionych struktur z utrzymaniem przedrogéwkowego filmu
tzowego na powierzchni rogéwki (Bliimcke i Morgenroth 1967; Harding 1 in. 1974). Inng
mozliwg ich funkcja jest umozliwienie pobierania tlenu i czynnikéw odzywczych, oraz innych
czynnikow metabolicznych przez komorki powierzchownej warstwy nabtonka (Collin i Collin
2000).
Blona graniczna przednia.
Jest to bezkomoérkowa struktura, o grubosci 6-9 um, a jej cienkie wiokna kolagenowe sa gesto
upakowane tworzac powierzchowng warstwe zrgbu rogowki (Kuryszko i Zarzycki 2000). Przy
uszkodzeniu tej warstwy nie dochodzi do jej regeneracji (Gelatt i Gelatt 2011; Kanski i Nischal
2000).
Zrab rogowki.
Tworza go gtownie keratocyty (fibrocyty), kolagen 1 istota podstawowa. Jest to struktura
stanowigca ok. 90% grubosci rogowki 1 nadajaca jej jedrnos¢ oraz odporno$s¢ mechaniczng.
Keratynocyty posiadaja cienkie jadra i delikatne btony komoérkowe. Glownymi ich biatkami sg
krystaliny. Komorki te w przypadku cigzkich 1 glebokich uszkodzen rogowki moga
przeksztatca¢ si¢ w myofibroblasty, co prowadzi powstania tkanki bliznowatej i utraty
przezierno$ci rogdwki (Gelatt 2014). Kolagen zrebu sktada si¢ z widkien o grubosci 25 nm,
glownie typu I, tworzacych regularny uktad okoto 200 blaszek (lamelli), oddalonych od siebie
0 odlegto$¢ mniejsza niz dlugosé¢ fali swietlnej (Kuryszko i Zarzycki 2000; Ortowski 1986;
Spalton i in. 2007). Regularno$¢ ksztattu wiokien i1 przestrzeni migdzy nimi warunkuje
minimalne zmiany wspotczynnika zatamania $wiatta, co wplywa na jego przechodzenie przez
rogowke (Eroschenko 2005; Kuryszko 1 Zarzycki 2000; Pollet 1982). Zaburzenia przeziernosci

towarzysza na przyktad pojawieniu si¢ tkanki bliznowatej. Pomigdzy réwnolegle i ciasno



utozonymi ptytkowymi lamellami kolagenowymi mozna znalez¢ nieliczne keratocyty,
limfocyty, neutrofile i makrofagi.

Blona Descemeta (btona graniczna tylna).

Btona graniczna tylna zbudowana z wtokien kolagenowych typu IV to blona podstawna dla
srodbtonka (Nishida i Shizuya 2011). Jest ona produktem wydzielania komorek §rodblonka,
odbywajacego si¢ przez cate zycie, dlatego z wiekiem btona ta wyraznie grubieje (Gelatt
1 Gelatt 2011). W przypadku glebokich owrzodzen rogéowki z pelnym uszkodzeniem zregbu
btona ta czesto jest odstaniana, a poniewaz nie barwi si¢ ona fluoresceing, wyglada jak ciemna,
przezroczysta, czasem tworzaca pecherzykowate uwypuklenie blaszka w  centrum
owrzodzenia.

Srédblonek rogowki (nablonek tylny rogowki).

Ostatnia, najglebsza warstwa rogdwki zamykajaca komore przednig oka, czyli nabtonek tylny
(srodblonek) to jedna warstwa komorek szeSciokatnych ktérych $ciany uktadajg sie w
charakterystyczny mozaikowy wzor (Nishida i Shizuya 2011; Meyer i in. 1988). W
prawidtowej rogéwce okoto 70-80% to komorki heksagonalne, a pozostate uznaje si¢ za
pleomorficzne (Nishida i Shizuya 2011). Przednia ich powierzchnia, stykajaca si¢ z blong
Descemeta, jest ptaska natomiast tylna ma powierzchni¢ w formie mikrokosmkow i fatdow dla
maksymalizacji kontaktu miedzykomérkowego 1 wymiany substancji z ciecza wodnistg
(Nishida 1 Shizuya 2011). Zasadniczg funkcjg srodbtonka rogdéwki jest przepompowywanie
jondw ze zrebu do cieczy wodnistej komor oka. Mechanizm ten umozliwia usuwanie z rogéwki
podazajacej ku wyzszemu stezeniu jonéw wody i utrzymanie wzglednego odwodnienia
rogowki, co przyczynia si¢ do jej przeziernosci. U dorostych osobnikéw komorki srodbtonka
maja charakter postmitotyczny i u wigkszosci gatunkdOw maja ograniczone zdolnosci podziatu
1 namnazania. Uszkodzone komorki zastgpowane sg przez rezerwe znajdujaca sie w okolicy
ragbka rogéwki (Spalton 1 in. 2007; Gelatt 1 Gelatt 2011). U mtodych psow liczba komorek
wynosi okoto 2800 na milimetr kwadratowy. Spadek ponizej 500 — 800 komorek/mm?
powoduje najczgsciej dekompensacje 1 niezdolnos¢ rogdwki do usuwania wody ze zrgbu.
Czynnikami prowadzacymi do przedwczesnej utraty komoérek $rdédbtonka bywaja czynniki
genetyczne (dystrofia i degeneracja), uraz zewnetrzny lub zwichnigcie przednie soczewki,
zabiegi chirurgiczne na wnetrzu galki ocznej, zapalenie blony naczyniowej oka, jaskra.
Konsekwencjg jest z reguly trwala utrata przeziernosci a co za tym idzie funkcjonalnosci

rogowki. Budowe histologiczng rogowki przedstawia rycina nr 1.



Ryc. 1. Budowa histologiczna rogoéwki.

(na podstawie https://www.visioncareforanimals.com/gallery-of-eye-diseases)
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1.3. Histofizjologia rogowki.

Podstawowymi funkcjami rogéwki sa:

refrakcja promieni $§wietlnych na granicy powietrza 1 przedrogéwkowego filmu
tzowego.

przepuszczanie $wiatta bez jego pochtaniania, rozproszenia i znieksztatcenia.
utrzymywanie ksztattu i struktury fizjologicznej gatki ocznej bez negatywnego wptywu

na przejrzystos¢ uktadu optycznego oka (Gelatt 2014; Spalton 1 in. 2007).

Spetnienie pierwszych dwoch z tych funkcji zapewnia rogowce unikatowy uktad optyczny

pozbawiony naczyn krwionosnych, ktorego przemiana materii jest zaspokajana przez dyfuzje

(Nishida 1 Shizuya 2011). Nabtonek przedni i zrgb rogoéwki zaopatrywane sg w tlen

atmosferyczny rozpuszczony w filmie fzowym oraz tlen dostarczany przez naczynia rz¢skowe

lezace w poblizu rabka (Gelatt 2014; Spalton i in 2007). Do $rédblonka rogéwki tlen

dostarczany jest z cieczy wodniste] wypetniajacej komore przednig oka. Zaopatrzenie w

glukoze odbywa si¢ podobnie, za posrednictwem filmu tzowego i cieczy wodnistej (Spalton

i in. 2007; Nizankowska 2007). Przy tym 96% aktywno$ci oksydoredukcyjnej odbywa si¢ w

nablonku przednim, 3% w nablonku tylnym oraz jedynie 1% w zrebie rogowki (Orlowski

1986). Nabtonek przedni prowadzi do glikolizy 65% calej zawartosci glukozy, zuzywanej w

przemianie materii oraz bezposrednio utlenia jej reszte drogg fosforanu pentozy.

Procesy oksydoredukcyjne odbywaja si¢ przy udziale i aktywnos$ci dehydrogenaz

(Cotlier 1975; Orlowski 1986). Zarowno nabtonek przedni rogoéwki, jak jej $rodbtonek
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(nabtonek tylny) cechujg si¢ bardzo intensywng przemiang materii. Obie warstwy zawierajg
relatywnie duze ilosci enzymow i glikogenu (Cotlier 1975; Furowicz 1991). W przypadku
uszkodzenia rogdéwki prowadzacego do zwigkszonego zapotrzebowania energetyCcznego
glikogen jest rozktadany w nabtonku przednim do glukozy (Cotlier 1975; Orlowski 1986).
Rozktad glukozy dostarcza energii potrzebnej do utrzymania wzglednej dehydratacji rogowki,
ktora warunkuje utrzymanie jej przejrzystosci (Boke i Thiel 1981; Spalton i in. 2007). O
intensywnosci przemiany materii w nabtonku przednim $wiadczy fakt, ze pobiera on 25 razy
wiecej tlenu z filmu tzowego i1 z naczyn rzeskowych przy rabku rogéwki anizeli cata istota

wiasciwa (Boke 1 Thiel 1981; Cotlier 1975; Furowicz 1991).

Metabolizm glukozy w nabtonku rogéwki przebiega trzema szlakami metabolicznymi:

e glikoliza i przemiana glukozy do kwasu mlekowego poprzez wykorzystanie w cyklu
Krebsa.

e rozklad glukozy w cyklu heksozo-monofosforanowym bez udzialu ATP.
Charakterystyczne jest tworzenie fosforanu rybozy oraz redukcja siarczanu
dinukleotydu nikotynamidu adeninowego (NADP). NADPH jest wykorzystywany do
tworzenia ttuszczow, natomiast fosforan rybozy — do syntezy DNA lub RNA.

e rozklad glukozy do sobitolu i fruktozy w szlaku sorbitolowym (Cotlier 1975; Nishida 1
Shizuya 2011).

Innymi istotnymi dla przemian metabolicznych przebiegajacych w nabtonku przednim
substancjami s3a kwas askorbinowy, ATP i glutation. Ostatni zwiazek wystgpuje ma rowniez
istotne znaczenie dla metabolizmu soczewki (Gelatt 2014; Sobiech i in. 1986). W nabtonku
przednim i tylnym wystepuje w wigkszej ilosci enzym ATP-aza, razem z przyspieszajacymi jej
dziatanie jonami Na, K, Mg (Boke i Thiel 1981). Energia uwalniana podczas hydrolitycznego
rozpadu ATP jest wykorzystywana do aktywnego transportu jonow Na 1 K przez blong
komorkowa. Mechanizm dziatania ATP-azy polega na przemianie fosforylacji i defosforylacji
polipeptydu, wchodzacego w sklad tego enzymu. Fosforylacja w obecnos$ci jondw sodu i
magnezu wywotuje zmiane konformacyjng enzymu ATP-azy, ktora umozliwia przytaczenie
kationdow potasu do enzymu po zewnetrznej stronie blony komodrkowej 1 uwolnienie
przytaczonych poprzednio jondw sodu. Kationy potasu przyspieszaja reakcj¢ defosforylacji
enzymu i wraca on do poprzedniej konformacji, wykazujacej niskie powinowactwo do jonéw

potasu i wysokie do sodu. Kationy potasu sg uwalniane do wn¢trza komorki, a kationy sodu
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wigzane do enzymu po stronie cytoplazmatycznej blony komoérkowej. W ten sposdb proces
fosforylacji — defosforylacji powtarza si¢ (Furowicz 1991; Hamano i Kaufman. 1987).

Nabtonek tylny rogowki (srédblonek) jest tkanka, ktorg takze cechuje wysoka aktywnos¢
metaboliczna. Intensywnos$¢ przemian biochemicznych spowodowana jest przede wszystkim
konieczno$cig utrzymania prawidtowego turgoru rogéwki, a w zasadzie jej kontrolowanego
odwodnienia. W $roédblonku rogéwki dziata swoistego rodzaju kationowa, pompa wapniowa
chronigca rogdwke przed hydratacja (Nishida i Shizuya 2011; Spaeth 2006).

Zrab rogowki zbudowany jest z widkien kolagenowych, keratocytéw i1 substancji
podstawowej (Eroschenko 2005; Konig i Liebich 1999; Kuryszko i Zarzycki 2000, Nishida i
Shizuya 2011) sktadajacej si¢ z kwasnych mukopolisacharydow. Sg to gtéwnie siarczan
keratanu, siarczan chondroityny i chondroityna. Wszystkie wymienione zwigzki posiadaja
tadunek ujemny i maja zdolno$¢ wigzania wody. Mechanizm ten opiera si¢ na fakcie, iz kazda
molekula siarczanu keratanu i siarczanu chondroityny zaopatrzona jest W 27 do 160 receptorow
wiazacych kationy sodu, przedostajacych si¢ do zrebu z nabtonka przedniego (Cotlier 1975;
Eroschenko 2005; Furowicz 1991). Widkna kolagenowe zr¢gbu rogdwki majg grubosé 250-300
A i ukladaja sie¢ w wiazki lezace rownolegle i ciasno jedna nad druga, tworzac uklad siatki
dyfrakcyjnej, zapobiegajacej rozproszeniu S$wiatta. Widkna uktadaja si¢ od rabka do
przeciwlegltego rabka rogowki bez zmiany swojej struktury, zapewniajac jej przejrzystosé
(Gelatt 2014; Kanski 1997; Spalton 1 in. 2007). Rogowka ludzi 1 wigkszosci zwierzat
domowych sktada si¢ z kolagenu typu I oraz z kolagenu typu V (Eroschenko 2005; Gelatt
2011).

W prawidlowej rogoéwce procesy hydratacji i dehydratacji sa zrownowazone (Cotlier
1975; Eroschenko 2005). Jest to bardzo skomplikowany proces zalezny od takich czynnikéw
jak:

e nienaruszona struktura nabtonka przedniego i tylnego,
e prawidlowy sktad biochemiczny substancji podstawowej,

e aktywny transport elektrolitow (Na, HCO, OH ).

Szczegdlna role odgrywa stabilno$¢ funkcji nabtonka tylnego (a takze w pewnym stopniu
nablonka przedniego), polegajaca na sprawnym dziataniu ,,pompy” eliminujgcej nadmiar wody
ze zrebu rogdéwki co warunkuje zapewnienie wystarczajacej ilosci glukozy 1 ATP
(komoérkowych materialdow energetycznych), koniecznych do przeprowadzenia powyzszych
procesow (Cotlier 1975; Nishida 1 Shizuya 2011). Stopien wodochtonno$ci substancji

podstawowej rogowki zalezy od przemian osmotycznych, uzaleznionych z jednej strony od
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koncentracji jonow Na, HCO 3 , OH , natomiast z drugiej — od intensywno$ci przemiany
materii. W stanach patologicznych, w przypadku uszkodzenia rogowki dochodzi do zaburzenia
aktywnej regulacji stanu uwodnienia rogéwki, a hydrofilne keratoglikozaminoglikany
substancji podstawowej chtong wod¢. W rezultacie dochodzi do wigzania wody i pecznienia
Sciany rogowki. Jest to bezposrednim skutkiem obnizenia st¢zenia jonéw sodu w zrgbie
rogobwki wzgledem ich zawartoSci w cieczy wodnistej i w filmie lzowym, oraz
niezblilansowania poziomu anionéw w keratoglikozaminoglikanach. (Cotlier 1975; Nishida i

Shizuya 2011).

1.4. Histopatologia rogowki.

Wigkszos¢ klinicznie waznych keratopatii objawia si¢ jako jedna lub wigcej z nast¢pujacych
gléwnych reakcji patologicznych:

e obrzgk rogowki (corneal oedema)

e unaczynienie (neowaskularyzacja rogowki)

e zwloknienie rogdwki (tworzenie blizn)

e melanoza rogowki

e infiltracja leukocytarna podscieliska (naciek leukocytarny)

e patologiczna akumulacja substancji w rogéwce (zwykle zwigzki lipidowe lub

mineralne)

e malacja zrebowa (keratoliza, ,,wrzdd rozptywny” lub ,,wrzod stapiajacy”)

Obrzek rogowki.

W przypadku uszkodzeniu ciggtosci nabtonka przedniego rogéwki woda z filmu lzowego
przeptywa do istoty wlasciwej, powodujac powstanie obrzeku widocznego w postaci biato-
niebieskiego zmetnienia. Najczestszymi przyczynami takiego stanu sg urazy, infekcje, procesy
keratomalacyjne, dystrofia nabtonka przedniego, SCCED, schorzenia autoimmunologiczne,
obecno$¢ ciat obcych w worku spojowkowym, nieprawidtowos$ciach wzrostu rzes (Balicki
2005; Gelatt 1 Gelatt 2001; Kietbowicz 2003; Spiess 2000, 2001). Takze w przypadkach utraty
szczelnosci srodbtonka rogéwki woda pochodzaca z cieczy wodnistej komory przedniej gatki
ocznej przedostaje si¢ do istoty wiasciwej rogowki, powodujac utrate jej przejrzystosci (Tuft i
in. 1986). Najczestszymi przyczynami sg: dystrofia nablonka tylnego, glebokie rany
chirurgiczne rogowki oraz glebokie wrzody (Gelatt 1996, 2014; Nizankowska 2007; Schebitz
i in. 2010). Ponadto zmetnienie rogdwki wystepuje w przypadkach urazania $rodblonka na

skutek obecnosci w komorze przedniej zwichnigtej soczewki, obecnosci ciat obcych, zmian
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guzowatych lub zrostow przednich tgczoOwki. Rowniez wzrost cisnienia $rodgatkowego
(ci$nienie parcjalne cieczy wodnistej w komorach przedniej i tylnej) w przebiegu jaskry jest
istotnym powodem dekompensacji, obrzeku i zmetnienia rogowki (Bistner i in. 1977; Gelatt
2014; Kietbowicz 2000).

Jak wspomniano wcze$niej, zawarto$¢ wody w rogdéwce powinna by¢ nieustannie
utrzymywana na stalym poziomie. Za wzgledna dehydratacje rogéwki odpowiedzialny jest
mechanizm regulujacy (Cotlier 1975; Gelatt 1 Gellat 2011; Peiffer 1991). Gtéwnym powodem
obrzeku rogowki jest przerwanie cigglo$ci anatomicznej nablonka przedniego lub tylnego.
Najnowsze badania dowodza, ze wigkszy obrzgk powstaje przy uszkodzeniu nablonka tylnego
(Nishida i Shizuya 2011; Spalton i in. 2007). Drugim czynnikiem prowadzacym do obrz¢ku
rogdwki jest zaburzenie jej procesOw przemiany materii. Powodem tego moze by¢ pierwotna
choroba toczaca si¢ w $cianie rogéwki lub wtérne uposledzenie jej odzywiania i metabolizmu.
Wystgpieniu takich zaburzen sprzyjaja procesy patologiczne przebiegajace w najblizszym
otoczeniu rogoéwki: utrudniona dostawa tlenu atmosferycznego za posrednictwem filmu
tzowego od zewnatrz lub od wnetrza gatki ocznej (Gelatt 2014; Kanski i Nischal 2000;
Nizankowska 2007; Wylegata i in. 2006). Przy obrzeku rogdéwka traci przejrzystosé, co
prowadzi do zwigkszenia jej grubosci (Gelatt 1 Gelatt 2011; Orlowski 1986; Peiffer i Petersen-
Jones 2000). Pourazowe uszkodzenie cigglosci nabtonka przedniego moze prowadzi¢ w
krotkim czasie do obrzeku rogéwki (Gelatt 2014; Ortowski 1986). Poniewaz nabtonek ma duze
mozliwoS$ci regeneracji i w krotkim czasie po ustaniu dziatania czynnika inicjujacego powstanie
obrzegku, szybkie podziaty kariokinetyczne komoérek nablonka przedniego uzupetniaja ubytki
nowo powstalymi komoérkami (Gelatt 2014; Horzinek 1 in. 2004; Ortowski 1986; Spalton 1 in.
2007). Niezbyt rozlegte nieszczelnosci migdzy  heksagonalnymi  komoérkami
jednowarstwowego nabtonka tylnego moga zmniejszy¢ si¢ do pewnego stopnia wylgcznie na
skutek obnizenia ich wysokosci, co jest zwigzane ze zmiang ich wielko$ci i1 ksztaltu —
polimegatyzm, polimorfizm (Gelatt 2014; Gwin 1983; Kanski i Nischal 2000; Nishida i
Shizuya 2011). Fotografie 1 i 2 przedstawiajg dwa odmienne w swojej etiopatogenezie

przypadki obrzgku rogéwki.
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Fot. 1. Obrzgk rogowki wynikajacy z dystrofii i dysfunkcji srodbtonka (nabtonka tylnego rogowki).
Wtérng konsekwencja jest widoczna na zdjeciu keratopatia pecherzowa, czyli powstawanie
pecherzykoéw pod nabtonkiem przednim z mozliwymi konsekwencjami w postaci nawracajacych
owrzodzen (fot. Pawet Stefanowicz).

Fot. 2. Cigzki obrzek rogdowki i zwyrodnieniowe zmiany barwnikowe §wiadczace o przewlektym
procesie zapalnym w rogéwce (fot. Pawet Stefanowicz).
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Unaczynienie (neowaskularyzacja) rogéowki.

Fizjologicznie rogéwka nie ma naczyn krwionosnych (Gelatt 2014; Konig i in. 1999; Kuryszko
I Zarzycki 2000; Nizankowska 2007). Pojawienie si¢ naczyn krwiono$nych $wiadczy o
istnieniu stanu patologicznego toczacego si¢ w samej rogéwce lub w organizmie. Skutkiem
uszkodzen mechanicznych, chemicznych lub antygenowych na skutek infekcji bakteryjnej czy
wirusowej jest powstanie w zrgbie rogdwki stanu kwasicy metabolicznej, z wytworzeniem
przez komorki tkankowych mediatorow pozapalnych, takich jak: histamina, bradykinina,
serotonina i prostaglandyny (Walde i in. 2008). Mediatory pozapalne oddziatujg
chemotaktycznie na naczynia rzgskowe zlokalizowane w poblizu rabka rogéwki. Dodatkowo,
obnizenie ci$nienia parcjalnego tlenu w tkance i deficyt kwasu askorbinowego sg czynnikami
stymulujagcymi neowaskularyzacje rogéwki (Cotlier 1975; Furowicz i in. 1993). Objaw

neowaskularyzacji rogéwki przedstawia fot. 3.

Fot. 3. Neowaskularyzacja rogéwki w przebiegu przewlektego owrzodzenia powierzchownego
(wrzod boksera — wrzdod indolentny) (fot. Pawet Stefanowicz).
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Zwloknienie rogowki (tworzenie blizn).

Wrastanie naczyn krwiono$nych w powierzchowng warstwe istoty wtasciwej ma poczatkowo
korzystny wptyw na przyspieszenie procesOw regeneracji nabtonka przedniego i zrgbu rogdwki
poprzez przebudowg i rekonstrukcje prowadzaca do uzyskania stanu wyjSciowego (restitutio
ad integrum) lub reparacji uszkodzonej istoty wtasciwej z powstaniem blizny zwanej bielmem
(leucoma). Jednakze przy bardzo duzej neowaskularyzacji rogdéwki dochodzi do jej
przebudowy z powstaniem duzych, nieprzeziernych blizn ograniczajacych pole widzenia
(Gelatt 1 Gelatt 2011; Ortowski 1986; Spalton i in. 2007). Utrata przejrzystosci tkanki
bliznowatej jest spowodowana obecnosciag w niej fibroblastow, brakiem regularnosci uktadu
wlokien kolagenowych istoty wlasciwej, redukcja mukopolisacharydéw oraz samg obecnoscia
naczyn krwiono$nych.

Fibroblasty w odroznieniu od wiasciwych dla zrgbu rogéwki keratocytoéw nie moga
syntetyzowac typowej dla rogéwki substancji podstawowej. Tworzaca bielmo tkanka aczna
bliznowata zawiera duzo wigcej siarczanu dermatanu wlasciwego dla skory anizeli
specyficznych dla rogowki siarczanéw keratanu i chondroityny, ktorych obecno$¢ zapewnia
rogowce przejrzystos¢ (Boke 1 Thiel 1981; Cotlier 1975; Furowicz 1991; Hamano i Kaufman
1987; Nishida i Shizuya 2011). Z czasem blizny moga zmniejszy¢ si¢ lub optycznie zniknac,
ale najczesciej catkowite wycofanie zmian nie jest mozliwe. Tendencja do zanikania tkanki
bliznowatej jest wieksza u mtodych zwierzat oraz u kotéw. U pséw procesom tworzenia blizny
czesto towarzysza procesy akumulacji melaniny (melanoza rogéwki) lub lipidow (lipidoza). Im
glebsza poczatkowa kontuzja, tym bardziej gesta i trwata blizna, oraz mniejsza tendencja do
powrotu przezroczystosci. Wraz ze wzrostem wielko$ci blizna rogdwki nazywa si¢ mgtawica
(nebula), plamka (macula) lub bielmem (leukoma) (Maggs i in. 2009).

Wyglad zmian bliznowatych w rogéwce przedstawia fot. 4.
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Fot. 4. Niewielka blizna rogowki widoczna zewnegtrznie i ponizej centrum kopuly rogdwki w oku po
operacji za¢my (zmiana pourazowa, stwierdzona przed operacja). Druga zmiana o charakterze blizny
widoczna jest w okolicy rabka rogdwki na godzinie 10-11. Jest ona pozostatoscig po wykonaniu cigcia
chirurgicznego w przebiegu operacji za¢my (fot. Pawel Stefanowicz).
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Zwyrodnienie barwnikowe (melanoza) rogéwki.
Melanoza rogdéwki jest czgsto nazywana pigmentacja rogéwki lub pigmentacyjnym zapaleniem
rogowki. Melanoza rogoéwki jest oznaka przewlektego stanu zapalnego rogowki lub jej
przewlektego draznienia, ktore moze wynika¢ ze znacznej liczby przyczyn, kazda z innym
leczeniem 1 rokowaniem. Melanina odktada si¢ w nabtonku rogowki, a czasem w zrgbie
przednim i powstaje w wyniku proliferacji i migracji prawidlowych melanocytow
pochodzacych z rabka rogéwki. Im bardziej pigmentowany (melanotyczny) jest rabek, tym
bardziej prawdopodobna, rozleglejsza i intensywniejsza jest melanoza rogéwki. Melanoza
moze by¢ miedzy innymi niespecyficzng reakcjg na przewlekle podraznienie rogdwki na skutek
jej nadmiernej ekspozycji (z powodu lagophthalmos, zaburzen nerwu twarzowego, szpary
powiekowej olbrzymiej (macropalpebra), itp. Moze by¢ takze skutkiem draznienia i tarcia (z
powodu dwurzgdowosci rzgs (distichiasis), entropium, obecnosci duzych i owlosionych fatdow
skory nosa, nieprawidtowosci przedrogowkowego filmu tzowego (ZSO — Zesp6t Suchego Oka
lub KCS - keratoconjunctivitis sicca) (Gelatt 2014; Maggs i in. 2009).

Innym poznanym czynnikiem predysponujacym do powstania zmian melanotycznych

jest przewlekta stymulacja immunologiczna w przypadku pannus (CSK — Chronic Superficial
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Keratitis lub przewlekte powierzchowne zapalenie rogéwki i1 spojowek). W wymienionych
zaburzeniach usunigcie bodzca zwykle zapobiega lub spowalnia postep melanozy, ale moze nie
powodowac jej cofniecia. W przypadku silnego lub/i przewleklego podraznienia melanozie
towarzysza zmiany nabtonka rogowki, takie jak pogrubienie, metaplazja, unaczynienie
1 rogowacenie rogdwki. Sposrod gatunkow udomowionych psy zdaja si¢ by¢ szczegdlnie
predysponowane do tego typu zmian (Maggs i in. 2009).

Obraz kliniczny zmian melanotycznych (zwyrodnienia barwnikowego) przedstawia fot. 5.

Fot 5. Zwyrodnienie barwnikowe (melanoza) rogéwki powstate jako powiktanie zaburzen nawilzania
rogdbwki w przebiegu zespotu suchego oka (ZSO/KCS) (fot. Pawet Stefanowicz).

Naciek leukocytarny.

Naciek komorek zapalnych w obrebie zrebu rogowki pojawia si¢ jako kremowe lub z6ttawo-
zielone przebarwienie. Zwykle wystepuje w odpowiedzi na infekcje lub w zwigzku z
obecnos$cig ciata obcego w rogdéwce. Mozliwe jest takze wystgpienie aseptycznego nacieku
leukocytarnego. Komorki zapalne (leukocyty) pochodza z filmu tzowego, rabka rogowki lub
btony naczyniowej, a posrednio cieczy wodnistej, ktora jest ich wektorem 1 moga zaskakujaco
szybko gromadzi¢ si¢ w zrebie rogowki, co wskazuje na silny bodziec chemotaktyczny.

Konsekwencja opisanego procesu moze by¢ proces keratomalacji, czyli enzymatycznej lizy
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tkanek rogowki powodowanej uwalnianymi z komorek zapalnych enzymami proteolitycznymi

(Maggs 1 in. 2009). Naciek leukocytarny obrazuje fot. 6.

Fot. 6. Naciek leukocytarny w rogéwce w przebiegu jej cigzkiego i powiktanego zapalenia. Widoczny
jest takze wysigk ropny w komorze przedniej oka. (fot. Pawet Stefanowicz).
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Malacja zrebowa — Keratomalacja.

Jest to proces, ktory towarzyszy uszkodzeniu i zapaleniu rogéwki. Przelamanie bariery
tkankowej prowadzace do powiktania bakteryjnego oraz nagromadzenia komoérek zapalnych
prowadzi do uwolnienia egzo- i endogennych enzyméw proteolitycznych. Glownym zrodiem
endogennych enzymow proteolitycznych sa komorki nabtonka rogowki, jej zrebu oraz komorki
nacieku zapalnego, tj. Leukocyty (neutrofile i makrofagi), a takze fibroblasty (Maslanka 2004).
Enzymy endogenne (pochodzace z komodrek uktadu immunologicznego) uwalniane s3 z
lizosoméw komorkowych to gldwnie kwasne hydrolazy i obojetne proteazy. Wsrod ostatnich
mozna wymieni¢ kolagenaze, elastaze, czy katepsyne G. Enzymy te powoduja depolimeryzajce
wtokien kolagenowych oraz degradacj¢ proteoglikanéw (GAG) (Krzymowski 1 Przata 2005;
Conway 2015). Wérdd egzogennych zrodet enzymow proteolitycznych wskazuje si¢ bakterie
takie jak Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. oraz Streptococcus spp., a takze grzyby z
rodzaju Aspergillus i Fusarium (Maslanka 2004).

Proces keratomalacji wiodczny jest na fot. 7 i 8.
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Fot. 7 Keratomalacja (rozmigkanie/malacja zrebu rogowki) na skutek uwolnienia egzogennych
enzymow proteolitycznych. (fot. Pawet Stefanowicz).

Fot. 8. Keratomalacja (rozmickanie/malacja zrebu rogéwki) na skutek uwolnienia endogennych
enzymow proteolitycznych (cd). (fot. Pawet Stefanowicz).
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Patologiczna akumulacja substancji w rogéwce.

Akumulacja lipidow wystepuje w postaci btyszczacych, krystalicznych lub 1$nigcych biatych
obszaréw rogowki. Przyczyng powstania zmian widocznych makroskopowo jest spichrzanie
zwigzkow lipidowych (gtownie cholesterol) i / lub wapniowych w réznych kombinacjach. W
proces zaangazowane wszystkie warstwy rogdéwki, ale ztogi lipidow 1 mineraléw maja zwykle
charakter podnabtonkowy. Proces moze mie¢ charakter pierwotny, dziedziczny, ale
niekoniecznie wrodzony stan u wielu ras pséw (dystrofia lipidowa lub dystrofia zrebowa
rogowki), ale rzadko u innych gatunkéw. Moze rowniez wystepowac jako nabyta, zapalna
choroba (zwyrodnienie lipidowe rogowki) u pséw 1 koni, i niezwykle rzadko u kotow. Dystrofia
lipidowa jest zwykle obustronna i niebolesna, ma minimalny wpltyw na widzenie i nie wymaga
leczenia. Z kolei zwyrodnienie lipidow rogdéwki jest zwykle jednostronne i czgsto wigze si¢ z
zapaleniem (zapalenie rogdéwki, zapalenie twardowki lub zapalenie blony naczyniowej oka).
Proces ten moze takze towarzyszy¢ przewleklym uszkodzeniom i zapaleniu rogowki.
Czynnikami predyspozycyjnymi s3a min. zaburzenia endokrynologiczne w przebiegu
niedoczynnosci tarczycy lub nadczynno$ci nadnerczy. Istotnym czynnikiem moze by¢ takze
hipercholesterolemia, hiperlipidemia. Rowniez podczas dlugotrwatego stosowania
kortykosteroidow mozna czasem zaobserwowa¢ nagromadzenie lipidéw w rogéwce (Maggs 1
in. 2009). Dwa odmienne przypadki akumulacji zwigzkow lipidowych w przebiegu niezapalne;j

dystrofii oraz degeneracji wynikajacej z zapalenia przedstawiaja fot. 9 i 10.

22



Fot. 9. Patologiczna akumulacja substancji w rogéwce - dystrofia zrgbu rogoéwki (dystrofia stromalna)
ze spichrzaniem lipidow w strukturze zrebu (lipidoza). (fot. Pawet Stefanowicz).

Fot. 10. Patologiczna akumulacja lipidow w rogéwce — zwyrodnienie lipidowe (degeneracja
lipidowa). Widoczne cechy zapalenia rogowki towarzyszacego procesowi zwyrodnienia lipidowego.
(fot. Pawet Stefanowicz).
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1.5. Gojenie uszkodzen rogowki.

Ze wzgledu na glebokos¢ uszkodzenia wyrdzniamy rodzajow nastepujace rodzaje ubytkoéw

rogowki: erozja (nadzerka) rogowki, wrzod rogowki oraz przepuklina rogoéwki (Balicki i

Trobolowa 2006; Schmid 1977).

Erozja rogowki (tac. erosio corneae) jest to przerwanie ciaggtosci nabtonka przedniego
rogowki bez uszkodzenia jej zrebu (Schmid 1977).

Wrzdd rogowki (tac. ulcus corneae) jest przerwaniem nablonka przedniego rogéwki z
jednoczesnym uszkodzeniem jej zrebu na réznej giebokosci.

Przepuklina rogoéwki lub przepuklina btony Descemeta (tac. descemetocele) to ubytek
zrebu siggajacy do blony granicznej tylnej (Bouhanna i in. 2008; Cryspin 2005; Gelatt
2007). Rokowanie w przypadku peknigcia blony granicznej tylnej jest niekorzystne ze
wzgledu na zagrozenie wyplywem cieczy wodnistej, otwarciem komory przedniej oka,
a takze ryzykiem penetracji czynnikéw chorobotworczych do wnetrza oka co moze
doprowadzi¢ do cigezkiego zapalenia galki ocznej (panophthalmitis) i wstepujacej
infekcji bakteryjnej. W przypadku takiego uszkodzenia na catej grubosci mowimy o
przetoce rogowki.

Przetoka rogoéwki (tac. fistula corneae) jest patologicznym kanatem taczacym komore
przednig oka ze §rodowiskiem zewnetrznym. Przetoce rogdwki najczesciej towarzyszy
wyplyw cieczy wodnistej z wnetrza gatki ocznej. Przy obszerniejszych ubytkach moze
dochodzi¢ do wypadnigcia teczoOwki, soczewki i/lub ciata szklistego, co znaczaco
pogarsza rokowania i moze doprowadzi¢ do koniecznos$ci usunigcia gatki ocznej

(Balicki i Trbolowa 2006).

Kazdy element rogéwki ma nieco inne mechanizmy i zdolno$ci gojenia, co ma ogromne

znaczenie kliniczne. W przypadku uszkodzen powierzchownych (uszkodzen nabtonka

przedniego) toczg si¢ rownolegle dwa procesy tj.

migracja komorek w celu pokrycia uszkodzonego obszaru (male uszkodzenia o
charakterze powierzchownym moga zagoi¢ si¢ catkowicie dzigki temu mechanizmowi
bez jakichkolwiek podziatéw komorkowych i namnazania komoérek rogéwki w ciagu
kilku - kilkunastu godzin)

podzialy mitotyczne komorek zmierzajaca do uzupetnienia ubytku w liczbie komorek

nabtonkowych.
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W tym mechanizmie kluczowg role odgrywaja komoérki macierzyste zlokalizowane w
rabku rogéwkowym (Gelatt 2014).

Niestety komorki jednowarstwowego endothelium (nabtonka tylnego rogéwki) nie sg w
stanie odpowiedzie¢ z réwng szybko$cig na utrate komorek wtérnie do urazéw, wrzodow
rogowki, dystrofii srodbtonkowej, jaskry, ran operacyjnych itp., poniewaz nie sg zdolne do
podzialow mitotycznych. Zamiast tego komorki powigkszaja si¢ i migruja w kierunku ubytku
w celu jego uzupehienia i utworzenia funkcjonalnej warstwy, co nie w przypadku rozleglych
uszkodzen nie zapewnia odtworzenia funkcjonalnej bariery srodbtonkowej 1 skutkuje czesto
powiktaniem obserwowanym w postaci obrzeku rogéwki (Gwin i in.1983; Van Horn i in.
1977). W rogowce kota obrzek jest obserwowany, kiedy gestos¢ komorek spada ponizej 40-
45% prawidtowego poziomu. (Landsham i in. 1988).

W przypadku uszkodzenia glebokiego, obejmujacego wszystkie lub wigkszo§¢ warstw
rogdwki gojenie rozpoczyna si¢ natychmiast 1 w przyblizeniu dzieli si¢ na sze$¢ faz. (Gelatt
2014).

Odpowiedz tkanek oka ma na celu przywrocenie ciaglosci rogéwki, utrzymanie lub
przywrdcenie ci$nienia srédgatkowego oraz zainicjowanie proceséw gojenia. Kiedy fibrynogen
pochodzacy z zapalnej cieczy wodniste] wchodzi w kontakt z brzegami rany przywiera jako
wykrzep fibrynowy zamykajac ubytek jak zatyczka. Trzydziesci minut do pigciu godzin pdzniej
rozpoczyna si¢ reakcja komorkowa. Do rany, z naczyn spojowki oraz z filmu fzowego i cieczy
wodnistej migruja komorki zapalne (gldwnie leukocyty wielojadrzaste i monocyty). Kolejna
faza (nabtonkowa) rozpoczyna si¢ okoto 1 godz. od urazu. Poprzez podziatly mitotyczne
nabtonek przedni rogoéwki namnaza si¢ 1 stara przykry¢ ubytek, co jest niezwykle istotnym
czynnikiem stymulujgcym gojenie warstw glebszych (zrgbu).

Komorki niezbgdne do reperacji ubytku rogéwki pochodzg z proliferujacych komorek
nabtonka przedniego oraz mogg migrowa¢ wraz z komorkami zapalnymi, ktore naciekajg wraz
z naczyniami rogéwke od rabka rogowki. W rezultacie, bardzo wezesnie mozna zaobserwowa¢
rozszerzone naczynia krwionosne, otoczone przez komorki uktadu biatokrwinkowego. Wraz z
migracja komérek w kierunku miejsca uszkodzenia mozna zaobserwowaé rozny stopief
angiogenezy rozwijajacej si¢ od strony kata oka w kierunku miejsca uszkodzenia. Wraz z
pobudzeniem angioblastow obserwuje si¢ pobudzenie fibroblastow, ktorych liczba oraz
aktywno$¢ zdeterminuje tempo rozwoju blizny, ktérej widkna zaleznie od utozenia (aranzacji)
bedg mialy wpltyw na finalng przezierno$é rogowki (Zhang, 2008). Faza fibroblastyczna

rozpoczyna si¢ Z okoto 12 godzin po powstaniu owrzodzenia.
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Fibroblasty sg formowane gtoéwnie z keratocytow najblizszych marginesowi uszkodzenia,
ale takze z komorek, ktore migrowaty do rogoéwki z tez, naczyn spojowki i twardowki
okotorabkowej. Fibroblasty powigkszaja si¢, namnazaja i1 formuja aktywng tkanke
fibroblastyczna, ktora tworzy kolagen i substancje podstawowa sktadajaca sie gltownie z
glikozaminoglikanéw. Przedostatnia, $rodbtonkowa faza gojenia glebokich ubytkow
rozpoczyna si¢ okoto 24 h po powstaniu uszkodzenia.

Srédbtonek (endothelium) rogowki goi sie glownie przez amitotyczne podziaty oraz
przesuwanie komorek w miejsce uszkodzenia. Komorki $rodblonka odtwarzajg btong
Descemeta w ciggu kilku kolejnych tygodni. W 7 dni po uszkodzeniu rozpoczyna si¢ ostatnia
faza. Regulowany jest uktad komoérkowy w formujacej si¢ bliznie, a jadra komorkowe uktadaja
si¢ rownolegle do powierzchni rogowki. Tkanka taczna zmniejsza objetos¢ tracac czes$¢ struktur

komoérkowych (Maggs i in. 2009).

1.6. Procesy starzenia sie rogowki.

Wiedza na temat procesOw starzenia si¢ rogéwki w zakresie jej morfologii jest wcigz
ograniczona. U psa 1 kota, podobnie jak u innych gatunkow ssakow procesy starzenia si¢
rogowki prowadzg do zmian w przepuszczaniu $wiatta, a co za tym idzie ograniczeniu
zdolnosci wzrokowych (Birren i Williams 1982; Weale 1963). Najlepiej poznane sg procesy
starzenia si¢ nablonka tylnego i btony Descemeta. W przypadku blony Descemeta zmiany
polegaja gléwnie na jej sukcesywnym wzroscie na grubo$¢ wraz z wiekiem na skutek statego
przybywania materiatu tej blony podstawnej, wytwarzanego przez cale zycie zwierzecia przez
endothelium (Cogan i Kuwabara, 1971).

Innym poznanym procesem jest stale zmniejszanie si¢ liczby komorek $rodbtonka
rogdwki na milimetr kwadratowy powierzchni, ktéremu jednocze$nie towarzyszy staty wzrost
szerokosci komorek, co zapewnia odpowiednie pokrycie powierzchni (Gwin 1 in. 1982). Co
wiecej, komorki stajg sie bardziej plaskie, a niektore z nich traca jednorodnos$¢ ksztattu i
stopniowo przybierajg pleomorficzny charakter. Znacznie mniej wiadomo na temat zmian
zwigzanych z wiekiem dotyczacych zrgbu rogowki. Duzo lepiej poznany jest mechanizm
gojenia uszkodzen tej warstwy. Uszkodzona rogdéwka jest czesto obrzgknigta i nacieczona
komoérkami zapalnymi. Aby procesy gojenia mozna bylo uzna¢ za pomySlne, struktury
komoérkowe powinny by¢é odtworzone w sposob jak najbardziej zblizony do wyjsciowego.
Poniewaz populacje proteoglikanow (GAG) sa odpowiedzialne za utrzymanie uporzadkowania

1 odpowiedniej wielko$ci wtokien kolagenowych, jesli wzgledne stezenie GAG ulegnie
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zasadniczej zmianie podczas uszkodzenia rogowki, mozliwos¢ reformowania architektury
wiokniste] w celu uzyskania wymaganej przezroczystos$ci zostanie zmniejszona i pozostanie
taka do czasu odbudowy normalnego $rodowiska proteoglikanowego (Kangas i in. 1990).
Jednym z pierwszych sktadnikow pozakomoérkowych, ktore gromadza si¢ po urazie
wypetniajac luki w zrgbie jest kwas hialuronowy (szczegoélnie miedzy plytkami kolagenu)
(Fagerholm i in. 1992). Jednoczesnie dochodzi do tworzenia i dzielenia si¢ komorek podobnych
do fibroblastéw (keratocytow, ktére przeksztalcity si¢ w miofibroblasty) w obrebie zrebu
(Fitzsimmons i in. 1994). Nowo utworzone miofibroblasty mogg zwigksza¢ objetos¢ ciat
komorkowych, przy jednoczesnej utracie krystalin, co w rezultacie zwigksza komoérkowe
rozpraszanie $wiatta. Wraz z odtwarzaniem si¢ GAG stopniowo zmniejsza si¢ ilos¢ kwasu
hialuronowego. Jesli jednak ilo$¢ zgromadzonego podczas uszkodzenia kwasu hialuronowego
nie zmniejszy si¢ w odpowiednim czasie, normalny przeptyw substancji rozpuszczonych
ulegnie zmianie, podobnie jak normalne odstepy miedzy widknami kolagenowymi, co

zmniejszy przezroczystos¢ i zmieni wspotczynnik zalamania Swiatta (Jester i in. 2012).

1.7. Leczenie ubytkow rogowki - leczenie farmakologiczne.

Nie zostaly sformutowane sztywne algorytmy postepowania terapeutycznego w przypadkach
ubytkow rogowki.

Ze wzgledu na ograniczenia farmakokinetyczne lekow zwigzane z budowa rogdéwki
(brak naczyn krwionosnych znaczaco ogranicza skuteczno$¢ lekow podawanych ogolnie),
leczenie zazwyczaj opiera si¢ na miejscowym podawaniu lekow w zawiesinach, masciach oraz
iniekcjach lokalnych (podspojowkowych). Wigkszo$¢ publikacji sugeruje konieczno$¢
stosowania miejscowego lekow rozszerzajacych Zrenice (mydriatykdw), antybiotykow,
inhibitoréw proteinaz przeznaczonych do stosowania miejscowego takich jak acetylocysteina,
tetracykliny (doksycykling i oksytetracykling), wersenian dwusodowy, heparyna, galardin
(pochodna kwasu hydroksamowego) oraz autologiczna surowica lub osocze (ze wzglgdu na
zawarto$¢ a2-makroglobuliny i al-antytrypsyny) oraz lekow proregeneratywnych. Leczenie
ogblne ma z reguty charakter wspomagajacy 1 zazwyczaj sprowadza si¢ do ograniczenia bolu 1
stanu zapalnego.

Miejscowe podawanie lekow cykloplegicznych, powodujacych rozszerzenie zrenicy i
rozluznienie mig$nia rzeskowego zapobiega zrostom, ogranicza procesy zapalne w obrebie
ciala rzgskowego oraz zmniejsza bol zwigzany z pourazowym skurczem jego migsnia, ktory

towarzyszy rozwijajacemu si¢ z reguly wtornemu zapaleniu przedniej blony naczyniowe;j
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(iridocyclitis). Miejscowe stosowanie lekow przeciwzapalnych z grupy kortykosteroidow i
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych nie jest zalecane ze wzgledu na ryzyko uposledzenia
regeneracji nabtonka przedniego oraz mozliwego nasilenia aktywnosci proteaz, ktére mogloby
doprowadzi¢ do powiktania keratomalacyjnego (wrzod rozptywny) (Balicki 2014; Balicki i
Trobolowa 2006; Kucharczyk i Stefanowicz 2018).

Leki wspomagajace regeneracje rogéwki sa rownie istotnym elementem leczenia
ubytkéw rogowki jak wyzej wymienione terapeutyki. Popularnymi $rodkami sg: dekspantenol
wplywajacy na regeneracje nablonkdéw i przyspieszajacy gojenie si¢ ran, oraz bezbiatkowy
dializat z krwi cielat utatwiajacy dotlenienie tkanek oraz przyspieszajacy ich odbudowe
(solcoseryl). Podobne, proregeneratywne dziatanie mozna uzyskaé poprzez zakropienie
chorego oka odwirowanym osoczem z krwi pobranej od pacjenta (Glazewska i Stefanowicz
2020). Istotnym ograniczeniem w procesie leczenia ubytkow rogowki u zwierzat domowych
jest utrudniona wspodtpraca z pacjentem. Wynika ona gléwnie z duzej bolesnosci towarzyszacej

ubytkom rogowki.

1.8. Leczenie ubytkow rogowki - chirurgiczne i okoto-
chirurgiczne sposoby leczenia owrzodzen rogowki.

Soczewki kontaktowe.

Wsrod niechirurgicznych technik leczenia ubytkéw rogdéwki wymieni¢ nalezy zastosowanie
soczewek kontaktowych, ktére uzywane sa jako materiat opatrunkowy dla uszkodzonej
powierzchni oka. Soczewka powoduje zmniejszenie bolu, $wiatlowstretu, nadmiernego
tzawienia oraz przys$piesza procesy regeneracyjne rogowki. Uzycie opatrunkowych soczewek
kontaktowych w istotnym stopniu poprawia i upraszcza leczenie ubytkow rogéwki. Ich
stosowanie zmniejsza naciek leukocytow w istocie wlasciwej, umozliwia regeneracje¢ btony
podstawnej i odtworzenie silnych potgczen miedzy nablonkiem a warstwg witasciwg (Tomczak
i Bryta 2011; Williams i in. 2008). Przeciwwskazaniami do stosowania soczewek
terapeutycznych sa miedzy innymi zakazenia odcinka przedniego oka, zaawansowane postacie
suchego zapalenia rogéwki i spojowki oraz ostre schorzenia ogolnoustrojowe (Szaflik 2003).

Na fotografii 11 widoczna jest rogowka zaopatrzona poprzez zatozenie soczewki kontaktowe;.
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Fot. 11. Opatrunek z terapeutycznej soczewki kontaktowej w leczeniu powierzchownego owrzodzenia
rogowki. (fot. Pawet Stefanowicz).

Kleje tkankowe
W przypadkach glebokich ubytkow rogdéwki alternatywa dla zabiegéw chirurgicznych moga
tez by¢ kleje tkankowe (Kubicz i in. 2008).

Szeroko stosowanym w okulistyce tego typu preparatem jest klej cyjanoakrylowy (np.
butylcyjanoakrylat) (Kubicz i in. 2008; Vera i in. 2009). Uwaza si¢ takze, Zze zastosowanie
klejow tkankowych, w tym butylcyjanoakrylatu opéznia migracje komoérek zapalnych w obszar
glebokiego uszkodzenia (Vote i Elder 2000), co zmniegjsza ryzyko wystgpienia procesoOw
rozmigkania zrgbu rogdwki lub wrecz ogranicza keratomalacje (Szaflik 2003). Ograniczeniem
dla stosowania kleju cyjanoakrylowego jest jego potencjalna toksycznos$¢ dla srodbtonka
rogowki. Stosuje sie je wiec wylacznie w przypadku niewielkich ubytkow i ran rogowki.

W ostatnich latach podejmowane sa proby wykorzystania materiatlow opartych na
pochodnych polisacharydowych do zaopatrywania ran rogowki, poniewaz nie wykazujg one
podobnej do cyjanoakrylatu toksycznosci (Tomczak 1 Bryta 2011). Rozsadng alternatywa dla
klejow syntetycznych zdaje si¢ by¢ zyskujacy w ostatnich latach popularnos¢ klej fibrynowy.
Klej fibrynowy jest produktem krwiopochodnym, ktory jest wchtanialny, stosunkowo tatwy w
uzyciu 1 moze by¢ przechowywany w temperaturze pokojowej lub w lodéwce. Chociaz
zastosowanie fibryny jako kleju biologicznego zostalo wprowadzone po raz pierwszy w 1909
r., Dopiero w 1944 r. Tidrick i in. zastosowano fibryne¢ do utrwalenia przeszczepu skory

(Tidrick i Warner 1994). Rowniez we wczesnych latach czterdziestych do okulistyki
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wprowadzono klej fibrynowy w celu utrwalenia drazacych przeszczepow rogdéwki u krolikow
(Katzin 1945). Klej fibrynowy jest biologicznym klejem tkankowym, ktory imituje konicowe
etapy kaskady krzepnigcia, w ktorych trombina aktywuje roztwor ludzkiego fibrynogenu (dwa
sktadniki kleju fibrynowego). Klej fibrynowy zawiera skladnik fibrynogenu i sktadnik
trombiny, oba przygotowane przez obrobke osocza. Mozna go przygotowaé w centrum
transfuzji krwi lub z wlasnej krwi pacjentow lub otrzymac jako preparat dostepny w handlu. W
przeciwienstwie do kleju cyjanoakrylowego, klej fibrynowy tworzy gtadkie uszczelnienie na
catej dlugosci krawedzi rany, a tym samym zapewnia pacjentowi wigkszy komfort

pooperacyjny przy mniejszej liczbie powiktan (Spotnize i in. 1987).

Tymczasowe zeszycie powiek (tarsorhaphia) i plat trzeciej powieki

(THDEF - third eyelid flap).

Tymczasowe, boczne zaszycie powiek 1 zaszycie oka pod trzecig powieka s3a zabiegami
prostymi. Ich intencjg jest z jednej strony wykonanie opatrunku utrzymujacemu cigglosé
rogbobwki poprzez zrownowazenie cisnienia wewnatrz gatki ocznej napierajacego na uszkodzona
rogowke, a z drugiej strony zapewnienie nawilzenia 1 ochron¢ przed niekorzystnymi
czynnikami zewngtrznymi. Sa to techniki pozwalajagce na leczenie glgbokich, ale
niepenetrujacych uszkodzen. W przypadku ubytku cigglosci rogdwki konieczne jest jej
przywrdcenie innymi technikami operacyjnymi, ktorych uzupelnieniem moga by¢ tarsorafia 1
ptat trzeciej powieki. Niewatpliwa zaleta obu technik jest ich fatwos¢ 1 szybko$¢ wykonania za$
gléwng wada jest uniemozliwienie oceny stanu gojacego si¢ oka, poprzez jego czasowe
zastoniecie (Gelatt 1 Gelatt 2011). W przypadku czasowego zaszycia powiek stosuje si¢ Szwy
materacowe poziome z wezlami na powiece gornej. Rodzaj szwu ogranicza napigcia 1 ich
uszkadzajacy wplyw na tkanke¢ brzegu powiekowego, za§ potozenie szwOw zmniejsza
gromadzenie si¢ wydzielin (Maggs 1 in 2009; Gelatt i Gelatt 2011). Material do szycia powinien
mie¢ charakter polifilamentowy, co zapewnia odpowiednig sprezystos¢ i sztywnos¢. Wiasciwy
nominat nici to 4-0 do 5-0, za$ sugerowana igta ma najcze¢sciej charakter tngcy i krzywizne %
do 2 kota. Nie ma potrzeby stosowania stentow ochronnych (rurek) na szwy, o ile nie ma
zwigkszonego napigcia, jak np. po repozycji wypadnigtej galki ocznej. Prawidtowo zatozone
szwy powinny wchodzi¢ w powieke w przejsciu skory owtosionej w nieowtosiong i wychodzi¢
na brzegu powiekowym, przednio do uj$¢ gruczotow Meiboma, co zmniejsza ryzyko urazania

rogowki, w razie rozchylenia si¢ brzegow powiek (Maggs i in 2009).
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Plat trzeciej powieki (third eyelid flap).

Wielu autoréw podwaza skuteczno$¢ stosowanych jednoczesnie z ta technika lekow, sugerujac
uposledzenie wchianiania i farmakokinetyki oraz zwigkszony odptyw lekéw drogami nosowo
- Izowymi (Maggs i in 2009). Pozytywnym aspektem tej techniki jest idealne przyleganie
1 gladka powierzchnia spojowki przylegajaca do rany. Szycie wykonuje si¢ przy uzyciu nici
plecionej o nominale 5-0 z igla tnacg, szwami materacowymi, poziomymi. Wktucie powinno
przeszywac brzeg trzeciej powieki ok. 2 — 3 mm od jego krawedzi przechodzac przez chrzastke
powieki, co dodatkowo wzmacnia szycie zmniejszajac jednoczes$nie ryzyko rozdarcia brzegu
trzeciej powieki pod dziataniem sit zewnetrznych. Od strony gatki ocznej spojowke tapie si¢
ok. 5 mm od rabka, tak, by nici w zadnym wypadku nie draznity rogowki. Wezelek
pozostawiany jest po stronie zewnetrznej. Z doswiadczenia autora wynika, ze tatwiejsze jest
utrzymanie higieny, przy jednoczesnym mniejszym draznieniu okolicznej spojowki 1 brzegow
powiek, jesli pozostawione sg dtuzsze ,,wasy” szwow (ok. 7-8 mm) (Gelatt i Gelatt 2011;

Severin 2000). Czasowe zaszycie oka pod trzecig powieka obrazuje fot. 12.

Fot. 12. Czasowe zaszycie oka pod opatrunkiem z trzeciej powieki (third eyelid flap). (fot. Pawet
Stefanowicz).

Autoprzeszczepy spojowkowe. (CT — conjunctival transposition).
Wykonywane z gatkowej lub powiekowej spojowki przeszczepy nie niosg ryzyka odrzucania.

Ich gléwna zaletg jest oprocz fizycznego zamknigcia ubytku dostarczenie wraz z tkanka taczng
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naczyn krwionosnych, fibroblastow, komoérek ukladu biatokrwinkowego, przeciwciat,
surowicy i alfa 2 macroglobulin. Tkanka spojowki pobrana z obszaru ragbka zawiera rowniez
komoérki pnia zdolne do transformacji w nablonek rogéwkowy. Obecno$¢ naczyn
krwiono$énych i limfatycznych zapewnia efekt przeciwbakteryjny, przeciwgrzybiczy,
przeciwwirusowy, hamujacy procesy proteo i kolagenolityczne (Gelatt i Gelatt 2011).

Nalezy pamigtac, ze przeszczep powinien by¢ mozliwie cienki i pozbawiony kapsutly
Tenona oraz powigzi gatkowej. Obecno$¢ torebki Tenona moze powodowac kurczenie si¢
przeszczepu oraz jego oderwanie. Bedzie tez miato wptyw na grubos$¢ powstajgcej w rogowce
blizny. Istnieje wiele typodw przeszczepoéw. Podziat opiera si¢ na pochodzeniu $luzoéwki
(gatkowy, tarczkowo-powickowy, rogdéwkowo-spojowkowy) oraz rodzaju 1 ksztalcie
przeszczepu (catkowity, typu Gundersen — 360 stopni, mostowy, uszypulowany lub wolny -
wyspowy). Rozne typy autologicznych przeszczepéw spojowkowych cechuja si¢ roézng
uzyteczno$cig kliniczng. Zasadniczo, im wicksza powierzchnia rogoéwki przykryta
przeszczepem, tym bardziej znaczace bedzie uposledzenie widzenia w leczonym oku na skutek
zmiany przezierno$ci zagojonej rogéwki, ale tym wyzsza bedzie skutecznos¢ dystrybucji lekow
1 czynnikdw gojenia dostarczanych droga naczyfn krwionos$nych (oczywiscie nie dotyczy to
przeszczepow wyspowych, ktore pozbawione sg aktywnych naczyn krwionosnych) (Severin
2000; Turner 2011).

Warunkiem wykonania prawidtowego przeszczepu jest jego prawidlowe przyszycie do
tozyska rogowkowego. Przygotowanie do operacji w przypadku roéznych rodzajow
przeszczepow jest podobne. Operacja wymaga znieczulenia ogolnego, dezynfekcji pola
operacyjnego i jego stabilizacji. W pewnych przypadkach dla zapewnienia odpowiedniego
dostgpu operacyjnego konieczne jest wykonanie kantotomii bocznej. Zabieg wykonuje si¢ pod
powickszeniem mikroskopu operacyjnego. Spojowka do przeszczepu jest odpreparowywana
od torebki Tenona po wykonaniu ci¢¢ przygotowujacych nozyczkami do tenotomii. Podczas
prawidtowej preparacji mozliwe jest obserwowanie ,,cienia” nozyczek pod oddzielang tkanka
spojowkowa. W przypadku przeszczepoéw 360 stopni nie jest konieczne przyszywanie spojowki
do uszkodzonej rogéwki, cho¢ jest to mozliwe.

W przypadku przeszczepéw uszypulowanych lub mostowych konieczne jest
opracowanie tozyska rogéwkowego dla przeszczepu, poprzez usunig¢cie powierzchownych
warstw rogowki przylegajacych do uszkodzenia, co zapewni¢ powinno mozliwo$¢ zrastania si¢
przeniesionej tkanki spojowkowej z rogdéwka. Do szycia wykorzystuje si¢ mono lub
polifilamentowa ni¢ o nominale 7-0 do 8-0. Najczgsciej stosowane sg szwy pojedyncze, cho¢

w przypadku przeszczepow typu Gundersen mozna stosowaé réwniez szwy materacowe
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poziome. W przypadku przeszczepdw uszyputowanych i mostowych nieprzyros$nietg tkanke
spojowki trymuje si¢ (odcina) po zakonczeniu procesu gojenia. Zabieg ten przeprowadza si¢
najczegsciej w miejscowym znieczuleniu (Gelatt 2014; Maggs i in. 2009; Severin 2000).
Wyjatkiem od tej reguty sg przeszczepy zastosowane jako metoda leczenia uszkodzen rogowki,
ktorych przyczyna nie moze by¢ usunigta, jak to ma miejsce np. w przypadku degeneracji
wapniowej rogowki u psow starszych, czy w niektorych przypadkach KCS (suche zapalenie

rogowki). Autologiczny przeszczep spojowki na rogéwke (CT) obrazuje fotografia 13.

Fot. 13. Autoprzeszczep spojowkowy (CT — conjunctival transposition) — stan po wgojeniu
przeszczepu. (fot. Pawet Stefanowicz).

Przeszczep spojowkowo-rogowkowy (CCT — corneo-conjunctival transposition).
Jest to przeszczep peryferalnej rogéwki wraz z rabkiem rogowkowym 1 spojowka gatkowa.
Technika ta, cho¢ trudniejsza do wykonania, w poréwnaniu z przeszczepem spojowki pozwala
na oszczg¢dzenie toru wizyjnego w miejscu zagojonego uszkodzenia, poniewaz nie prowadzi do
tak znaczgcej nieprzeziernosci. Ograniczeniem tej metody jest fakt, iz fozysko dla przenoszonej
na rane¢, zdrowej rogéwki nie moze by¢ zakazone i rozmigkajgce. Dlatego zalecana jest do
stosowania w przypadkach glebokich, niepowiklanych zakaZnie wrzoddéw rogdwki, po
usuni¢ciu glebokich sekwestrow rogowki u kotow perskich i w przypadkach urazow z
przepukling teczéwki (Gelatt 2014; Maggs 1 in. 2009; Severin 2000).

Przygotowania do operacji sg typowe. Zabieg rozpoczyna si¢ od doktadnego

przygotowania tozyska, poprzez usuni¢cie wszelkich martwych tkanek i wyréwnanie brzegow
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uszkodzenia. Nastepnie preparowany jest przeszczep o szerokosci odpowiadajacej ubytkowi
(z nieznacznym 0,5 -1lmm marginesem zapasu tkankowego). Przy uzyciu noza rogéwkowego
ptat rogdwki z nabtonkiem i okoto 50% warstwa zr¢gbu odpreparowuje si¢ w kierunku rabka
rogowki 1 dalej, pod spojowke. Po przeniesieniu tak przygotowanego przeszczepu w miejsce
tozyska ubytku, przyszywa si¢ go prostym przerywanym szwem, przy uzyciu nici mono lub
polifilamentowej o nominale 7-0 do 8-0. Zhang (81) zwrécit uwage na rozwijajace si¢ zjawisko
zwloknienia wokot blizny, szczegoélnie istotne w przypadku przeszczepiania zrebu rogowki z
pacjenta do pacjenta. Nieprawidtowy, zaburzony przebieg wtokien kolagenowych ma bardzo
istotny wplyw na pozniejsza przeziernos¢ rogowki. Przeszczep spojowkowo-rogéwkowy

widoczny jest na fot. 14.

Fot. 14. Przeszczep spojowkowo-rogowkowy (CCT — corneo-conjunctival transposition). W centrum
kopuly rogowki widoczna waskularyzowana rogéwka przemieszczona na rozlegly ubytek. Stan
bezposrednio po operacji przeszczepu. (fot. Pawel Stefanowicz).

Bioimplanty rogowki.
W przypadku owrzodzen badz ubytkdw o znacznej rozleglosci lub glebokosci mozna
zastosowa¢ wszczepy rekonstrukcyjne z odpowiednio przygotowanych materiatow. We

wspélczesne] weterynarii  z powodzeniem stosowane s3 komercyjnie  dost¢pne
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protezy wykonane z takich materiatow jak: podsluzowka §winskiego jelita cienkiego (np. dyski
rogowkowe Vetrix BioSis), tkanka kolagenowa pecherza moczowego (dyski rogéwkowe Acell
Vet), czy tez konska a nawet ludzka btona owodniowa (dyski rogdéwkowe Omnigen —
wytwarzane z ludzkiej blony owodniowej pobieranej w trakcie ci¢¢ cesarskich).

Bioimplanty takie mozna stosowac lacznie z przeszczepami uszyputowanymi, platem
trzeciej powieki lub bez dodatkowego wsparcia tkankowego. Glowng ich zaleta jest
natychmiastowe uzupelnienie brakujacych warstw rogoéwki oraz zapewnienie rusztowania
kolagenowego do prawidtowego gojenia (Palmer i McDonald 1995). Bioimplanty wytwarzane
z pecherza moczowego (Acell Vet) czy bltony owodniowej (Omnigen) przygotowane sg w
formie wysuszonych dyskéw, ktore mozna dowolnie docig¢ w zaleznosci od wielkosSci
uszkodzenia. Wazne jest, by zwroci¢ uwage na to, ktorg strong naktada si¢ dysk na rogéwke —
sa one specjalnie oznaczone. Nieodpowiednie nalozenie moze skutkowaé uzyskaniem matej
przeziernosci rogowki badz tez odrzuceniem implantu. Zastosowanie bioimplantu Acell Vet
przedstawia fotografia 15. Na fotografii 16 widoczna jest rogowka po implantacji materiatu

protetycznego z blony owodniowej Omnigen.

Fot. 15. Zastosowanie bioimplantu z tkanki kolagenowej pgcherza moczowego (dysk rogowkowy
Acell Vet). (fot. Pawel Stefanowicz).
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Fot. 16. Bioimplant z blony owodniowej Omnigen naszyty na ubytek rogowki. (fot. Pawet
Stefanowicz).

Atutem bioimplantow z blony owodniowej jest to, Ze zapewniaja one najwigksza przeziernos¢
rogowki w przypadku ptytkich uszkodzen. Jednakze przy bardzo glebokich i rozlegtych
uszkodzeniach siegajacych btony Descemeta moga nie zapewnié wystarczajacego wsparcia
kolagenowego, co moze skutkowac perforacjg rogowki. Z do§wiadczenia autoréw wynika, ze
lepiej w takich sytuacjach sprawdzajg si¢ bioimplanty z pgcherzy moczowych czy podsluzowki
jelita cienkiego (Friedberg i in. 1991).

Bioimplanty Vetrix BioSis wytwarzane sg z jelita cienkiego $§win i stanowig wysuszong
4-warstwowg, przygotowang do wszycia btone podsluzowa. Zaleta tego materiatu jest jego
grubos¢, ktora pozwala na stabilizacje rogowki przy glebokich wrzodach rogéwki o duzej
$rednicy. Dodatkowym atutem jest fakt, ze nie trzeba pamigta¢ o tym, ktéra strong nalezy
natozy¢ implant na rogoéwke, gdyz jest on dwustronny. Warto tez wiedzie¢, ze mozna go
zakupi¢ jako ,.kawatek ptotna” wielkosci koperty, co oznacza, ze mozna wycig¢ dowolnie duzy
kawatek. W szczegodlnosci znajduje on zastosowanie w chirurgii okulistycznej koni, gdzie
wielko$¢ standardowych implantéw nie jest wystarczajaca, by pokry¢ cale uszkodzenie
rogoéwki. Ponadto z obserwacji autorow nalezy jednak doda¢, ze w poréwnaniu z innym

bioimplantami (np. Acell Vet®) daje on minimalnie mniejsza przezierno$¢ rogowki.
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Poprzeczne sieciowanie (cross-linking, clx).

Poprzeczne sieciowanie, czyli procedura cross-linking to metoda stosunkowo nowa w
okulistyce weterynaryjnej. W medycynie ludzkiej pierwszy raz zostala zastosowana w leczeniu
stozka rogowki na Uniwersytecie w Zurychu, a pierwszy zabieg wykonano w drezdenskim
Technical University, w Niemczech. Pierwsze publikacje o zastosowaniu poprzecznego
sieciowania w okulistyce weterynaryjnej dotyczyly wrzodziejacego zapalenia rogéwki u koni
(Spiess i in. 2014) zas$ pierwsze wyniki badan nad zastosowaniem poprzecznego sieciowania u
psow 1 kotéw ze zmetnieniem rogowki, opublikowano w 2015 r., podobnie jak u zwierzat z
keratopatig pecherzykowsa (Famose 2015, 2016). Technika poprzecznego sieciowania (Cross-
linking) polega na terapeutycznym zastosowaniu promieniowania ultrafioletowego (UVA) po
uprzednim nasgczeniu uszkodzonej rogdwki roztworem jalowej i oczyszczonej ryboflawiny.
Ryboflawina jest zwiazkiem nalezagcym do witamin z grupy B. Bierze ona udzial w
przemianach biochemicznych w siatkdwce oka. Skutkiem jej niedoboru moze by¢ uszkodzenie
siatkowki 1 rogéwki, pogorszenie ostro§ci widzenia, zmgczenie i bol oczu oraz tzawienie i
nadwrazliwo$¢ na $wiatlo. Celem zabiegu jest wzmocnienie potaczen pomiedzy widknami
kolagenowymi zrgbu rogoéowki, co doprowadza jednoczesnie do wzmocnienia zregbu

(Stefanowicz, Pulkowska 2018). Proces poprzecznego sieciowania przedstawia fotografia 17.

Fot. 17. Poprzeczne sieciowanie (cross-linking, CLX) rogoéwki objetej procesem keratomalacyjnym.
(fot. Pawet Stefanowicz).
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Sam termin ,poprzeczne sieciowanie” odnosi si¢ wigc do koncowego etapu
biochemicznej modyfikacji kolagenu, a kolejne jego etapy polegaja na enzymatycznych
procesach hydroksylacji i glikozydacji. Efektem tego procesu jest powstanie wigzan
disiarczkowych miedzy trzema tancuchami alfa. W tym procesie powstaje prokolagen (Tennen
i Keates 1995; Hellander-Edman i in. 2013). Nastepnie, poza komorka, tancuchy te agreguja
tworzac tropokolagen. Ostatni z etapdéw, nazywany dojrzewaniem kolagenu, polega na
enzymatycznym utlenianiu lizyny 1 hydroksylizyny (elementow peptydowej struktury
tropokolagenu) do odpowiednich aldehydow, pomigdzy ktoérymi tworzy si¢ poprzeczne
wigzanie. Zabieg CXL powodujacy usztywnienie wiokien kolagenowych na etapie przemian
biochemicznych ma szczegolne uzasadnienie w leczeniu proceséw keratomalacyjnych (wrzod
stapiajacy) (Famose 2015).

Praktyczne doswiadczenie pokazuje, ze nawet w przypadku rozlegtych i gwattownych
zmian, proces wygojenia ubytku rogéwki moze mie¢ miejsce juz 14 dni po zabiegu. Sama
procedura operacyjna wymaga w przypadku zwierzat narkozy i unieruchomienia pacjenta. Po
uprzednim zdezynfekowaniu pola operacyjnego i nasgczeniu chorej rogéwki roztworem
ryboflawiny nastgpuje ekspozycja na UVA. W zalezno$ci od zastosowanej mocy
promieniowania UV, zaleznej zwykle od mozliwos$ci technicznych lampy do procedury clx oraz
od nastawoéw urzadzenia trwa zazwyczaj od 2 do 30 minut. 28 dni po zabiegu zmiany
waskularyzacyjne 1 fibroblastyczne powstajagce w wyniku toczacego si¢ zapalenia i procesoOw
uszkadzajacych sa niewielkie (Hafezi i in. 2007; Heikal i in. 2017). Po zakonczeniu leczenia
moze pozosta¢ $lad, ktorego rozlegtos¢ 1 wptyw na proces widzenia zalezny jest od stopnia
uszkodzenia rogowki w momencie podjecia leczenia, a wigc od szybkosci interwencji, ktory z
reguly jednak jest znacznie mniejszy 1 w mniejszym stopniu uposledza funkcje wzrokowsa

rogdwki niz w przypadku leczenia wylacznie zachowawczego.

Rogowkowe soczewki (ostonki) kolagenowe.
Zastosowanie nowego typu soczewek wskazane jest nie tylko w celu ochrony rogowki
pooperacyjnie, ale tez w przypadku chordb rogéwki zwigzanych z przerwaniem jej cigglosci
powstatych w wyniku jej urazu badz innych okolicznos$ci. Zaleta tych soczewek jest to, ze
wykonane s3 one z kolagenu poddawanego technologii poprzecznego sieciowania (CLX).
Ponadto mozliwy jest wybor czasu rozpuszczania si¢ soczewki w ciggu 12, 24 lub 72 godzin
(Willoughby i in. 2002).

Ze wzgledu na charakter wigkszo$ci urazow rogoéwki u zwierzat zaleca si¢ stosowanie

72-godzinnych soczewek, ktore daja najdluzsza stabilizacje w leczeniu rogéwki. Soczewka

38


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tennen%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10150846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tennen%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10150846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keates%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10150846

wytwarzana jest z kolagenu pochodzacego z twardowki swin lub skoéry wihasciwej krow.
Zarowno badania eksperymentalne, jak i kliniczne dowiodty, Ze wspiera on zardwno gojenie
rogdwki na poziomie zrgbu i nabtonka rogowki, jak i jest doskonalym nosnikiem dla lekow.
Udowodniono, ze nasgczenie soczewki kolagenowej np. gentamycyng czy tobramycyng
pozwala na uzyskanie zdecydowanie wiekszej koncentracji tych lekow mierzonych w cieczy
wodnistej u krolikow w poréwnaniu z innymi metodami tj. czgste kropienie, podanie
podspojowkowe czy natozenie migkkich soczewek kontaktowych (Huang i Wu 1992; O'Brien
i in. 1988; Friedberg i in. 1991). Ma to ogromne znaczenie szczegoOlnie przy leczeniu
zakazonych wrzodow rogéwki, gdzie przez 72 godziny mamy pewno$¢ bezposredniego
oddzialywania antybiotyku na zainfekowane tkanki. Dodatkowym efektem dziatania soczewki
kolagenowej jest redukcja rozwijajacego si¢ stanu zapalnego (Palmer i McDonald 1995;
Tennen i Keates 1995).

Wszystko to daje wigksza szanse na wygojenie i lepsze rokowanie wzgledem uzyskania
dobrej przeziernosci rogéwki (w zaleznos$ci od rozlegtosci i glebokosci uszkodzenia). Nalezy
pamietaé, ze w przypadku uzywania soczewki 12-godzinnej, jej zastosowanie ogranicza si¢
tylko do dziatania ochronnego. Nie jest ona dobrym no$nikiem dla lekow. Soczewki
kolagenowe przygotowane sa w formie wysuszonej, co oznacza, ze przed nalozeniem na
rogowke trzeba je najpierw nasaczy¢ solg fizjologiczng, badz odpowiednio dobranym lekiem
(nie kazdy lek mozna poda¢ na wysuszony kolagen, np. cyklosporyng) Dodatkowym atutem
jest to, ze nie wymagaja one przymocowywania szwami czy innej stabilizacji. Soczewki
nalozone na rogdéwke, to niezaleznie od wielkos$ci owrzodzenia, pokrywaja ja catkowicie. Nie
nalezy ich docina¢, jak w przypadku np. bioimplantow.

W praktyce klinicznej soczewki kolagenowe wykorzystywane sg jako podstawowy
schemat leczenia w przypadku zakazonych wrzodow rogoéwki, ktore wymagaja czestego
podawania miejscowego antybiotykoéw, przy jednoczesnym braku mozliwos$ci technicznych ich
aplikacji u zwierzat niespokojnych 1 agresywnych. Przykladem powszechnie stosowanych
soczewek kolagenowych jest materiat firmy Oasis — Soft Shield i Collagen Corneal Shield 72.
Podstawowy schemat leczenia zakazonego wrzodu rogéwki obejmuje (wykluczajac kwestie
okotozabiegowe tj. znieczulenie ogodlne pacjenta, przygotowanie pola operacyjnego i inne)
usuni¢cie martwych tkanek z rogowki, a nastgpnie natozenie soczewki kolagenowej na
rogowke 1 zastoniecie oka platem trzeciej powieki na czas od 3 do 10 dni. Na fotografii 18

widoczna jest soczewka kolagenowa softshield 72 w trakcie zaktadania na rogowke.
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Fot. 18. Rogowkowa soczewka kolagenowa Softshield 72. (fot. Pawet Stefanowicz).

Surowica.
Jednym z preparatow zalecanych w leczeniu owrzodzen rogdéwki sa krople zawierajace
autologiczng surowiceg. Surowica to c¢zg$¢ osocza krwi pozbawiona fibrynogenu. Uzyskuje si¢
ja poprzez odwirowanie skrzeptej krwi. Znajdujace si¢ w niej antykoagulazy maja dziatanie
antagonistyczne do enzymow proteolitycznych wydzielanych przez komoérki bakteryjne oraz
komorki wlasne, powodujacych uszkodzenie struktur kolagenowych rogéowki (Krzymowski 1
Przata 2005; Conway 2015). Wsérod egzogennych zrodet enzymdw proteolitycznych wskazuje
si¢ Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. oraz Streptococcus spp., a takze grzyby z rodzaju
Aspergillus 1 Fusarium. Z kolei proteinazy pochodzenia endogennego podzieli¢ mozna na
metaloproteinazy macierzy (MMPS) 1 proteinazy serynowe (Conway 2015; Glazewska i
Stefanowicz 2020). Zrédla endogenne enzyméw proteolitycznych to komérki nabltonka
rogowki, jej zrebu, jak rowniez komorki nacieku zapalnego, tj. leukocyty i fibroblasty (La Croix
2010; Maslanka 2004).

Dodatkowym, istotnym dla proces6w gojenia uszkodzen rogowki sktadnikiem surowicy
sg czynniki wzrostu, witamina A 1 kwas hialuronowy. Przyspieszaja one gojenie nablonka

rogowki (Krzymowski 1 Przata 2005; Conway 2015).
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Osocze.

Plynna frakcja krwi zabezpieczonej przed krzepnigciem (np. poprzez dodatek cytrynianu sodu)
to osocze. W jego sktad wchodzg m.in. biatka uktadu krzepnigcia, przeciwciala, lipoproteiny,
elektrolity, witaminy rozpuszczalne w thuszczach (Janik i in. 2013).

W odniesieniu do wlasciwosci antykolagenolitycznych i antyproteolitycznych surowicy oraz
osocza, wykazano zblizone dziatanie obu preparatow krwiopochodnych w leczeniu glebokich
owrzodzen rogéwki, wzgledem czynnikow, ktore moga prowadzi¢ do jej rozmickania
(keratomalacji). Jak wspomniano wczesniej, procesy te oparte sg na udziale w przebiegu
uszkodzenia 1 zapalenia rogéwki egzogennych enzymdow bakteryjnych rozktadajacych kolagen
oraz komorek zapalnych (neutrofili i makrofagdéw) zawierajacych w swoich lizosomach liczne
endogenne enzymy proteolityczne, tj. kwasne hydrolazy i oboj¢tne proteazy. Wsrod ostatnich
mozna wymieni¢ kolagenazg, elastazg, czy katepsyne G, ktoére roéwniez powoduja
depolimeryzajce wiokien kolagenowych i degradacje proteoglikanow (Conway 2015). Na
Uniwersytecie Purdue (USA) przeprowadzono badania, ktore polegaty na pozyskaniu rogowek
psow, kotow oraz koni i pdzniejszej inkubacji wysuszonych i zwazonych skrawkow rogéwki
w roztworze soli fizjologicznej z kolagenazami bakterii z rodzaju Clostridium oraz preparatami
osocza 1 surowicy (w osobnych grupach testowych), a takze bez dodatku tych preparatow
(grupa porownawcza). Nastepnie porownywano odsetek utraty masy rogowki oraz stgzenia
hydroksyproliny, gldownego sktadnika kolagenu. Stwierdzono, ze zar6wno $wieza autologiczna
surowica, jak 1 osocze, zmniejszaly utrat¢ komorek rogdéwki. Wyniki opublikowane w
American Journal of Veterinary Research pozwalaja stwierdzi¢, Zze osocze moze byc¢

doskonatym substytutem surowicy w leczeniu keratomalacji (Conway i in. 2016).

Osocze bogatoplytkowe (E-PRP- Eye Platelet Rich Plasma).

Dzigki obecnos$ci roznych wariantdw preparatow osocza, istnieje mozliwos$¢ optymalnego jego
wykorzystania. Wyr6znia si¢ miedzy innymi osocze bogatoplytkowe (PRP- Platelet Rich
Plasma), PRGF- osocze bogate w czynniki wzrostu oraz E-PRP- Eye Platelet Rich Plasma.
Osocze bogatoptykowe (E-PRP-Eye Platelet Rich Plasma) jest z powodzeniem
wykorzystywane w okulistyce ludzkiej i daje obiecujace rezultaty. E-PRP jest czgécig osocza
znajdujacy si¢ najblizej erytrocytow w wirdwce i zawiera od 1 do 3 razy wyzsze stezenie ptytek
krwi niz osocze (Gtazewska i Stefanowicz 2020). E-PRP- Eye Platelet Rich Plasma zapewnia
wyzsza dostepno$¢ czynnikow wzrostu 1 czasteczek adhezyjnych, dzigki czemu nadaje
doskonale si¢ do leczenia trudno gojacych si¢, nawracajacych ubytkéw rogdéwki; znajduje takze

zastosowanie w leczeniu zespotu suchego oka oraz w regeneracji rogowki po przeszczepieniu
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btony owodniowej w celu uzupetnienia jej ubytku po perforacji (Alio 1 in. 2012).W
doswiadczeniu przeprowadzonym przez okulistow podczas leczenia pacjentow z perforacja
rogobwki, u ktérych E-PRP z dodatkiem chlorku wapnia (w celu aktywacji trombocytéw i
utworzenia skrzepu) umieszczono na rogdwce w miejscu perforacji, a nast¢pnie przykryto
autologiczng btong fibrynowg zaobserwowano uszczelnienie rogéwki i brak nawrotu perforacji

w okresie dalszej trzymiesi¢cznej obserwacji (Alio 1 in. 2013).

Substancje stymulujace regeneracje rogowki (RGTA) — Cacicol.

Proces gojenia rogéwki mozna usprawni¢ poprzez zastosowanie substancji regenerujacych
takich jak siarczan polikarboksymetylo-glukozy, zawarty w preparacie Cacicol. Substancja ta
nalezy do rodziny RGTA (ReGeneraTing Agents), ktorej gtownym zadaniem jest nie tylko
przyspieszenie gojenia uszkodzen rogowki, ale 1 poprawa jego jakosci. Dodatkowo
stymulowany jest naturalny proces odnowy tkanek poprzez regeneracje macierzy
zewnatrzkomorkowej, co sprzyja gojeniu si¢ uszkodzen rogdwki i zmniejsza zwigzany z nimi
bol. Preparat przeznaczony jest glownie do leczenia przewlektych keratopatii niezakaznych,
np. nawracajacych ubytkow nabtonka czy dystrofii przednich warstw rogoéwki z
towarzyszacym bolem. Ponadto badania prowadzone na myszach i krolikach pokazaty, ze
polikarboksymetylo-glukozy siarczan wplywa korzystnie na ograniczenie powstajacej przy
gojeniu blizny rogowki, co daje jej lepsza przeziernos¢, a takze wspiera odbudowe nerwdw
(Alcalde i in. 2015; Xeroudaki i in. 2016). Badania nad wykorzystaniem RGTA u ludzi
wykazaly, ze w przypadkach keratopatii neurotroficznej, ktéra nie poddawata si¢ innym
schematom leczenia, zastosowanie preparatu doprowadzito do epitelializacji u wszystkich
pacjentoOw w ciggu okoto miesigca przy dawkowaniu 1-2 razy w tygodniu. Porownujac te dane
z podstawowym schematem leczenia, ktory wymaga kropienia oczu co 2-3 godziny, to
zastosowanie RGTA jest rokujaca alternatywa pozwalajaca na uzyskanie dobrego efektu
leczenia przy zmniejszonej czgstotliwosci podawania danego leku (Guerra 1 in. 2017,

Reimondez-Troitifio i in. 2016).

1.9. Uzycie komodrek macierzystych w leczeniu ubytkow
rogoweki.

Komorka jest podstawowag biochemiczno-fizyczng jednostka kazdej tkanki, a uszkodzenia

wyrzadzone konkretnej tkance sg konsekwencja uszkodzen komorek, ktore ja tworza. Dlatego
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tez pionierskie badania z zakresu medycyny regeneracyjnej koncentrowaty si¢ na zastgpowaniu
uszkodzonych komorek poprzez przeszczep komorek macierzystych.

Komorki zdolne do nieskonczonej liczby podziatow, czyli samoodnawiania swojej
puli oraz do roznicowania si¢ w komorki innego typu zostaly nazwane ,komorkami
macierzystymi” (MSC — mesenchymal stem cells). Komoérki macierzyste cechujg si¢ zdolnoscig
proliferacji przez caly okres zycia organizmu i warunkuja odnowe wszystkich tkanek
organizmu (Alison i in. 2002; Grueterich i in. 2003; Li i Suttie 1998).

Ze wzgledu na zdolno$¢ do réznicowania i jej charakterystyke komorki macierzyste
dzieli si¢ na:

e totipotencjalne — moga roznicowac si¢ w komorki kazdego typu, w tym

tworzace tozysko

e pluripotencjalne — moga réznicowac si¢ w kazdy typ komorek dorostego

organizmu z wyjatkiem komorek tozyska

e multipotencjalne — mogg da¢ poczatek kilku roznym typom komorek, z reguty o

podobnych wlasciwosciach

e unipotencjalne — mogg da¢ poczatek komorkom tylko jednego typu.
Ze wzgledu na ich pochodzenie komorki macierzyste dzieli si¢ na:

e zarodkowe komorki macierzyste (embrionic stem cells - ESC) — pochodza z
komorek zarodka. Moga by¢ totipotencjalne (gdy pochodzg z zarodka
kilkukomdrkowego) lub pluripotencjalne (gdy pochodza z wezta
zarodkowego blastocysty)

e doroste komorki macierzyste (somatyczne komorki macierzyste) — znajdujg si¢
w tkankach dojrzatych organizméw (mtodych oraz dorostych) i sg
multipotencjalne (mi¢dzy innymi komoérki krwiotworcze) lub unipotencjalne
(na przyktad migsniowe komorki satelitowe) (Alison i in. 2002; Grueterich i in.
2003).

Zarodkowe komorki macierzyste, mogace potencjalnie zroznicowac si¢ w komorki kazdego
rodzaju, teoretycznie moglyby zastgpi¢ dowolng tkanke, ktéra u pacjenta ulegta uszkodzeniu.
Niemniej jednak do praktycznego stosowania zarodkowych komorek macierzystych jest
jeszcze bardzo daleko. Wprowadzone do dorostego organizmu zarodkowych komorek
macierzystych, zamiast integrowac sie, tworzg potworniaki. Nie istniejg jeszcze sposoby
pozwalajgce na ich wydajne rdéznicowanie in vitro w konkretne tkanki lub narzady. W 2002

roku Thomas  Jessell, Hynek  Wichterlei  ich  wspoélpracownicy  z Uniwersytetu
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Columbia opublikowali w Cell wyniki badan, w ktorych uzyskano motoneurony z komoérek
macierzystych (Hall 2011; Wichterle i in.2002).

Doroste komorki macierzyste, chociaz posiadaja ograniczong zdolno$¢ réznicowania
si¢ w rozne tkanki, wykazuja cechy dajgce im przewage nad komorkami zarodkowymi przy
stosowaniu w terapii. Po pierwsze nie tworzg potworniakéw. Po drugie mogga by¢ pobrane z
wlasnego organizmu pacjenta, dzigki czemu nie istnieje ryzyko ich odrzucenia (co mogtoby
mie¢ miejsce po podaniu ESC). Poza tym pozyskanie dorostych komoérek macierzystych nie
wigze si¢ ze zniszczeniem zarodka, nie wywoluje zatem watpliwosci natury etyczne;j.
Dorostych komorek macierzystych niejednokrotnie uzyto juz do skutecznej terapii wielu
réznych chorob, a zwigzane z nimi badania kliniczne siggaja juz III fazy eksperymentéw
klinicznych.

W roku 2006 zespot Mariusza Ratajczaka oglosit odkrycie komoérek o cechach
zarodkowych komoérek macierzystych (ang. very small embryonic-like stem cells, VSEL) w
tkankach dorostego organizmu (Kucia i in. 2006). Unikatowy charakter tych komorek ma
taczy¢ pluripotencjalny potencjat zarodkowych komorek macierzystych (ESC) oraz brak
wilasciwosci onkogennych (Ratajczak i in. 2014). Istnienie oraz wlasciwosci VSEL budzg
kontrowersje, ze wzglegdu na niemozno$¢ powtdrzenia badan przez czg$¢ osrodkow
badawczych (Miyanishi i in. 2013). W 2010 roku w Nature opublikowano prace o
bezposrednim (bez cofnigcia komorek do stanu komorek macierzystych) wytworzeniu
sprawnych neuronow z mysich fibroblastoéw, wprowadzajac do nich trzy geny. W sierpniu 2011
udato si¢ to takze z ludzkimi komodrkami. Przeksztalcono takze mysie fibroblasty w komorki
watroby 1 mig$nia sercowego oraz ludzkie fibroblasty w komorki krwiotworcze. Procesy te
miaty wydajno$¢ wynoszaca 8%, a przy wywotywaniu indukowanej pluripotencji komorek
macierzystych przewaznie nie jest ona wyzsza niz kilka promili (Wawrzynski 2011). W okresie
postembrionalnym w organizmie wystepuja juz tylko dojrzale komorki macierzyste (adult stem
cells) czyli somatyczne komorki macierzyste (Chamberlain i in. 2007). Wyst¢puja one w
niewielkich ilosciach w tkankach organizmu i sg w wigkszosci unipotencjalne, czyli zdolne do
réznicowania si¢ w obrebie jednej linii komdrkowej (Alison 1 in. 2002; Cegielski i Kalisiak
2008; Li i in. 2005; Tseng 1989). Cechami charakterystycznymi dla tych komorek jest budowa
pozbawiona cech rdznicowania oraz zdolnos¢ do samoodnowy w ciagu calego zycia
organizmu. Komorka macierzysta dzieli si¢ na dwie komorki potomne, z ktorych jedna wigksza
pozostaje nadal komoérkag macierzysta, a druga mniejsza ulega ostatecznemu liniowemu
zrdznicowaniu w komorki charakterystyczne dla roznych narzadéw. To zjawisko okresla si¢

mianem plastycznosci (Cogle i in. 2003).

44


https://pl.wikipedia.org/wiki/Uniwersytet_Columbia
https://pl.wikipedia.org/wiki/Cell_(czasopismo)
https://pl.wikipedia.org/wiki/Motoneuron
https://pl.wikipedia.org/wiki/Mariusz_Ratajczak

Komorki macierzyste wraz z ich pochodnymi znalazty takze zastosowanie w leczeniu
uszkodzen rogowki (Villatoro i in. 2017). Udowodniono, ze odpowiednie typy komorek
macierzystych wspomagaja gojenie uszkodzonej rogowki poprzez odbudowg jej struktury oraz
poprzez czynniki troficzne wspomagajace waskularyzacje (Sherman 1 in. 2017; Eslani 1 in.
2018). Z drugiej strony z uwagi na immunomodulujgce wilasciwosci mezenchymalnych
komorek macierzystych w niektérych przypadkach niepozadana waskularyzacja rogéwki jest
hamowana a stan zapalny rogowki wyraznie si¢ zmniejsza (Eslani i in. 2017; Cejkova i in.
2013). Nalezy zaznaczy¢, ze z uwagi na cechy okreslonych typow komorek i pewnych
czynnikow regenerujacych nie ma w takich przypadkach koniecznosci pobrania komorek od
zwierzecia poddawanego terapii. Allogeniczna forma terapii skraca wiec czas oczekiwania na
biomaterial, jest bezpieczna i wygodna. Basu i in. wykazali ré6znicowanie komorek zrebu w
funkcjonalne keratocyty in vitro w obecnosci autologicznej surowicy i dalej badali potencjat
naprawy rogowki in vivo. Ludzkie komorki zrgbowe pochodzace z biopsji rabka zatopiono w
zelu fibrynowym i natozono na powierzchni¢ rany po oczyszczeniu rogéwki w mysim modelu,
na ktérym zregenerowano uszkodzong tkanke zrebowa, w wyniku czego macierz zr¢gbu byta
nie do odroznienia od natywnej macierzy zrebu rogéwki (Basu 1 wsp. 2014). Potencjat tego
autologicznego leczenia opartego na komorkach jest obecnie badany min. w L V Prasad Eye
Institute w Indiach. Terapia komodrkami macierzystymi w niektorych przypadkach jest
alternatywna formg terapii, w niektorych terapiga dodatkowg a czasami jedyng szansg na
wygojenie. Terapia nie wymaga narkozy, co ma znaczenie u pacjentow, u ktoérych nie mozna

wykona¢ znieczulenia.

1.9.1. Mezenchymalne komadrki macierzyste zrebu rogéowki.

Komorki podobne do fibroblastow, zwane keratocytami, sa stabo rozproszone w zrebie
rogowki, stykajac si¢ ze soba poprzez rozszerzone Wypustki cytoplazmatyczne. Keratocyty
rogowki pochodzg z mezenchymalnych komorek macierzystych, ktore po raz pierwszy opisat
Alexander Friedenstein w 1968 r. Mezenchymalne komoérki macierzyste (MSC) znajdujg si¢
w zrebie, blisko rabka i wyrazaja specyficzne markery, ktorych nie ma w zréznicowanych juz
keratocytach. MSC mozna pobudza¢ do tworzenia keratocytéw w obecnosci pewnych
czynnikow wzrostu, takich jak czynnik wzrostu fibroblastow-2 (Du i wsp. 2005). Wykazano,
ze MSC z powodzeniem regenerujg macierz pozakomoérkowa i naprawiajg defekty wtokienek
kolagenowych nieprzejrzystych rogowek w modelu mysim (Du et al. 2009). Zdolno$¢ MSC do

przywracania przezroczystosci rogowki zostata potwierdzona przy uzyciu MSC pochodzacych
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Z pepowiny (Liu et al. 2010). Od tego czasu pojawito si¢ wiele doniesien na temat obecnosci
MSC w zregbie rogowki cztowieka (Polisetty 1 in. 2008; Pinnamaneni i Funderburgh 2012; Li i
in. 2012). W przebiegu badan opisano szeroki zakres podejs¢ do izolacji komorek, ich
ekspansji, oraz kryteria ich charakterystyki. W 2012 roku Branch i wspolpracownicy
scharakteryzowali komorki wyizolowane z obwodowej rogowki i rabka, stosujgc minimalne
kryteria dla ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych, zaproponowane przez ISCT
(International Society for Cellular Therapy) w 2006 roku (Dominici i in. 2006; Branch i in.
2012). Mezenchymalne komorki macierzyste rogdwki sg uprzywilejowane immunologicznie i
maja wlasciwosci immunosupresyjne, chociaz znacznie stabsze niz zdolnos¢ MSC

pochodzacych ze szpiku kostnego (Patel i in. 2008; Du i in. 2009).

1.9.2. Komorki macierzyste srodbtonka rogowki.

W 2005 roku Whikehart i wspotpracownicy potwierdzili istnienie komoérek macierzystych
srodbtonka rogéwki (Whikehart i in. 2005). W dalszych badaniach wykorzystano testy
formowania sfer w celu ustalenia dowodow na obecnos¢ prekursoréw srodbtonka (Yokoo 1 in.
2005). W obwodowych komorkach $rédbtonka ludzkiej rogdwki zidentyfikowano prekursory
komorkowe zdolne do samoodnawiania, a tempo tworzenia pierwotnej sfery byto czterokrotnie
wigksze niz w centralnej rogowce (Yamagami i in. 2007). Po tej obserwacji zasugerowano, ze
nisza komodrek macierzystych moze by¢ zlokalizowana na styku warstwy komoérek $rédbtonka
i siateczki beleczkowej (Joyce 2003; Whikehart i in. 2005). W ludzkim modelu ex vivo
zaobserwowano, ze komorki, ktore moga reprezentowaé przejsciowe komorki wzmacniajace,
migruja z obwodowej strefy potaczenia, tworzac warstwe komorek srodbtonka (He 1 wsp.
2012). Zranione obszary moga by¢ zasilane przez to zrodlo komorek, ale migracja nie wydaje
si¢ stata i prawdopodobnie zalezy od wieku (Whikehart i in. 2005). Hara 1 wspotpracownicy
wyizolowali komorki progenitorowe srodbtonka rogowki (HCEnP) i uzyskali réznicowanie
HCEnP w komorki $rédblonka rogowki (HCEnC) o odpowiedniej morfologii, ekspresji
markera $rodbtonka rogowki i fizjologicznej funkcji pompy (Hara i wsp. 2014).

1.9.3. Egzostomy (egzosomy extracellular vesicles -EVs)

Egzosomy naleza do rodziny pecherzykow zewnatrzkomodrkowych (extracellular
vesicles (EVs). Ich blona zbudowana jest z podwojnej warstwy lipidow. Sa to okragle organelle
o wielkosci okoto 40-100 nm [65]. W 1980 roku okreslono je jako produkty powstawania

retikulocytéw. Pierwotnie przypuszczano, ze organelle te wydalajg produkty przemiany materii

46



z komorek do przestrzeni pozakomoérkowej. Ostatecznie wysunigto hipoteze, ze rola
egzosomow jest przeprowadzanie komunikacji miedzy komorkami, w tym takze MSC (Marote
A. 1in. 2016). Blona EVs sktada si¢ z biatek, ktore odgrywaja kluczowa role w transdukcji
sygnalu miedzykomorkowego. Przypuszcza si¢, ze egzosomy sg mi¢dzykomoérkowymi
mediatorami i przekaznikami informacji, ktore sg kluczowe dla realizacji komoérkowych
mechanizméw fizjologicznych 1 fizjopatologicznych, takich jak zapalenie, angiogeneza i
immunomodulacja. Aby mechanizm byt skuteczny zaawarto$¢ wnetrza EVs musi zostaé
wiaczona w komorke biorcy (Marote A. i in. 2016). Jednym z najlepiej poznanych procesow
jest endocytoza, ale egzosomy moga rowniez taczy¢ si¢ z btong komorki biorcy i uwalnia¢
swojg zawarto$¢ bezposrednio do niej, lub dwie blony moga wchodzi¢ w interakcje i tworzy¢
duet receptor-ligand. Niezaleznie od szlaku transdukcji sygnatu zasugerowano, ze ta
migdzykomorkowa sie¢ komunikacyjna moglaby by¢ wykorzystana terapeutycznie, w
szczegOlnosci do dostarczania lekow, genow lub innych czynnikow (Xin H. i in. 2014).

W toku badan wykazano dziatanie angiogenetyczne i proregeneracyjne w gojeniu si¢ ran
skornych oraz dzialanie przeciwapoptotyczne w komoérkach siatkowki.

Pochodng badan naukowych prowadzonych przez Anne Cisto-Pakuluk na temat
zastosowania w okulistyce weterynaryjnej mezenchymalnych komorek macierzystych oraz
microvesicli zawieszonych w nanozelu, byla proba ich wykorzystania w leczeniu wrzodow
rogowki u pacjentoéw, ktorych nie mozna byto poddac znieczuleniu ogélnemu. Gotowy preparat
podawany jest wielokrotnie w ciggu dnia przez wtasciciela. Posta¢ zelu stanowi tatwy sposob
aplikacji na powierzchni¢ oka. Czynniki regenerujace moga by¢ rowniez deponowane w postaci
iniekcji podspojowkowych lub mozna nimi nasgcza¢ opatrunki kolagenowe, ale ich natozenie
na rogdwke wymaga jednak znieczulenia (Cisto-Pakuluk i Marycz 2017).

Chociaz obecnie rola egzosomoéw w patofizjologii oka jest nadal nie do konca
wyjasniona, rozwaza si¢ ich zastosowanie w terapiach uszkodzen rogdéwki. Zaobserwowano
dwukierunkowy przeptyw egzosoméw miedzy komorkami nabtonka rogéwki a komdrkami
zrebu. Samaeekia 1 in. wykazali, ze ludzkie MSC rogdéwki indukowane przez EVs przyspieszaja
gojenie si¢ ran rogéwki myszy in vitro. W innym badaniu McKay i in. zaobserwowali wzrost
a-aktyny migsni gladkich (a-SMA) indukowany przez EVs wydzielane przez komorki
nabtonka rogéwki w hodowlach fibroblastow zrgbu rogéwki. Wedtug doniesien, jednag z
najbardziej obiecujacych funkcji z perspektywy terapeutycznej byloby wykorzystanie ich jako
przenos$nikow materiatu kodujacego, tj. kwaséw nukleinowych, ktére moga by¢ wilaczane
i eksprymowane przez komodrke docelowa oraz zmieniaé i zastgpowac jego nieprawidtowe lub

brakujace wiasciwosci.
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1.10. Rabek rogowki jako Zzrodlo mezenchymalnych komoérek
macierzystych.

Davanger 1 Evensen po raz pierwszy postulowali lokalizacje mezenchymalnych komorek
macierzystych pnia (MSC) w rabku rogéwki (Davanger i Evesen 1971). Prowadzone od tego
czasu badania pozwolily na opracowanie ,hipotezy X, Y, Z” dotyczacej regeneracji nabtonka
rogowki, wedtug ktorej pionowy wzrost od podstawowej warstwy komoérkowej do powierzchni
(X), oraz migracja komorek dosrodkowo (Y) réwnaly si¢ utracie komorek z powierzchni
rogdwki (Y) (Thoft i Friend 1983; Sharma i Coles 1989; Beebe i Masters 1996). Uzupehito to
pierwotng hipoteze dotyczaca lokalizacji komodrek macierzystych w rabku o wyjasnienie w jaki
sposob nablonkowe komorki macierzyste rogowki zlokalizowane w rabku ulegaja
samoodnowieniu stanowigc jednoczes$nie zrodto przejSciowych komorek wzmacniajacych,
ktére uzupetniajg warstwe komorek podstawnych (Kinoshita i in. 1981; Tseng 1989). Hipoteze
X, Y, Z obrazuje ryc. 2.

Ryc. 2. Hipoteza XYZ dotyczaca regeneracji nablonka rogowki wedtug Thofta i Frienda (1983).
Proliferacja komoérek X z warstwy podstawnej nablonka; dosrodkowa migracja Y podczas
rdéznicowania; ztuszczanie si¢ komorek Z na powierzchni rogowki. Na podstawie: Steffi Matthyssen et
al. - Stem Cell Applications in Corneal Regeneration and Wound Repair - ISBN 978-3-319-33720-3
(eBook)

Wektory sit, ktore naturalnie rozwijajg si¢ w rogowce podczas ruchu komorek nablonkowych,
tworzg pasiasty lub wirowy wzor, jak opisano w mysich modelach ruchu komoérek
nabtonkowych (Nagasaki i Zhao 2003). Warto zauwazy¢, ze u psow z przewleklym zapaleniem
rogowki dochodzi do pojawienia si¢ powierzchownych zmian zwyrodnieniowych i
pigmentacyjnych odzwierciedlajacych dziatanie wspomnianych sit 1 przyjmujacych wirowate

ksztalty.
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W badaniach oka ludzkiego potwierdzono, ze mezenchymalne komorki macierzyste
rabka (LMSC) znajduja si¢ w okolicy palisad Vbalta (Goldberg i Bron 1982). Tam podstawowa
warstwa nabtonkowa faluje i tworzy szereg nisz komorek macierzystych, zawierajacych
fibroblasty, melanocyty i naczynia krwionosne (Secker i Daniels 2014; Dziasko i in. 2014).
Doniesiono takze, ze nisze zawieraja komorki Langerhana (Baum 1970) i limfocyty T
(Vantrappen i in. 1985). Badania prowadzone ostatnio na myszach opisywaty obecnos¢ nowego
typu komorek §rodmigzszowych zwanych telocytami funkcjonujacych w potaczeniu z niszami
komorek macierzystych, ktore oprocz naczyn krwionosnych zawierajg takze zakonczenia
nerwowe (Luesma iin. 2013). W ostatnich latach takze pojawila si¢ sugestia, ze oligopotentne
komoérki macierzyste moga istnie¢ na catej powierzchni oka, w tym w spojowce, chociaz
akumulacja komoérek macierzystych w rabku jest istotnie wyzsza, co sugeruje szczegdlne
znaczenie rgbka w procesach regeneracji i odnowy rogéwki (Majo 1 in. 2008). Palisady rabkowe
mozna obserwowaé bezposrednio u 80% ludzkich oczu za pomoca biomikroskopu z lampa
szczelinowa (Townsend 1991). Mozliwe, ze podobne struktury moga by¢ czasami widoczne
przy uzyciu recznego biomikroskopu z lampa szczelinowa u niektorych pacjentow
weterynaryjnych, chociaz nie ma doniesien przedstawiajacych solidne dowody przemawiajace
za lub przeciw temu stwierdzeniu. Jedno opublikowane badanie z udzialem koni wskazuje, ze
palisady nie sag widoczne u tego gatunku (Moriyama i in. 2014). Palisady i nisze opisano u
myszy 1 §win, ale autorzy nie wskazali, czy mozna je bezposrednio zaobserwowac za pomocg
biomikroskopii z lampa szczelinowg (Notara i in. 2011); (Luesma i in. 2013). Dopoki
mikrostruktura rabka zwierzat udomowionych, a zwlaszcza matych zwierzat domowych
(szczegoblnie psa 1 kota), nie zostanie zbadana 1 opisana z taka samg szczegotowoscia jak rabek
czlowieka, znaczenie podobienstw i roznic migdzygatunkowych pozostaje nieznane. Poznang
dotychczas strukture histologiczng rabka wraz z opisem rozmieszczenia nisz komorek
macierzystych oraz samych komoérek macierzystych rabka, a takze kierunek ich migracji w

tkance rogdwki przedstawia ryc. 3.
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Ryc. 3. Komorki macierzyste nabtonka rabka znajdujg si¢ w falistej warstwie podstawnej nabtonka.
Te pofatdowania sg rowniez okre$lane jako nisze komodrek macierzystych. Przejsciowe komorki dziela
si¢ i migrujg w kierunku centrum rogéwki, gdzie staja si¢ ostatecznie zréznicowanymi komorkami
nabtonkowymi, zastgpujac stare komorki nabtonkowe, ktore sa ztuszczane w filmie tzowym. Na
podstawie: Steffi Matthyssen et al. - Stem Cell Applications in Corneal Regeneration and Wound
Repair - ISBN 978-3-319-33720-3 (eBook)
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1.11. Znaczenie kliniczne mezenchymalnych komorek
macierzystych pnia zlokalizowanych w rabku rogéwki -
(LMSC).

Wiele choréb rogéwki u matych zwierzat prowadzi do neowaskularyzacji, zmian
zwloknieniowych, nacieku zapalnego, zmg¢tnienia oraz zwyrodnieniowych zmian
pigmentacyjnych powierzchni rogéwki (Dua i in. 2003; O'Callaghan i Daniels 2011). Jednak
pomimo bogatej wiedzy dotyczacej znaczenia mezenchymalnych komorek rabka (LMSC) w
leczeniu podobnych probleméw u ludzi nadal brakuje szerokich odniesien na ten temat w
naukowej literaturze weterynaryjnej. Podobnie jak u ludzi z deficytem ragbkowych komorek
pnia (Limbal stem cells deficiency - LSCD), u zwierzat wystepuja takze choroby rogowki, w
ktérych podejrzewa si¢ podobne deficyty. Do grupy choréb o takim charakterze zaliczy¢é mozna
wirusowe, opryszczkowe zapalenie rogowki psow (Ledbetter i in. 2013). Takze chemiczne
uszkodzenie rogéwki moze prowadzi¢ u pséw do zmian, ktore rOwniez majg wiele podobienstw

z LSCD u ludzi (Christmas 1991). Mozliwe jest, ze genetycznie uwarunkowane,
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immunologiczne powierzchowne zapalenie rogowki (Chronic superficial keratitis (Pannus))
wystepujace gtownie u owczarkow niemieckich, oraz barwnikowe zapalenie rogoéwki (ze
szczegllng predylekcja wystepujace u mopsdw) moga rozwingé¢ si¢ lub czeSciowo byc
spowodowane przez LSCD. To samo mozna powiedzie¢ o niektérych zmianach rogowki
obserwowanych w eozynofilowym zapaleniu rogowki (keratitis eosinophillica), a takze o
owrzodzeniach neurotroficznych, sekwestracji rogéowki kotow, zespole suchego oka —
keratonjunctivits sicca (KCS), czy herpeswirusowych zapaleniach rogowki kotow
powodowanych przez herpeswirus typu 1 (FHV-1). Mozliwe sg takze neurotroficzne zapalenia
rogowki (Ledbetter i in. 2013; Cavanagh i Colley 1989; Lambiase i in. 2000; Touhami i in.
2002, Ueno i in. 2012) postulowali potencjalny negatywny wplyw upos$ledzenia unerwienia
czuciowego rogowki na funkcjonowanie ragbkowych komorek pnia prowadzace do LSCD.
Hipoteza ta znalazta odzwierciedlenie w odkryciach z ostatnich badan opisujacych obecnosc
telocytow w niszach komoérek macierzystych myszy, ktoére roéwniez zawieraly zakonczenia
nerwowe (Luesma i in. 2013).

Istniejg rowniez dowody na poparcie roli uszkodzenia nisz zawierajagcych rabkowe
komorki pnia, wywotanego przez UVB u myszy, w wywotaniu LSCD (Das i in. 2013). W
przypadku uszkodzenia ragbka mozna zaobserwowaé zaburzenia funkcjonowania rogowki
zwigzane z niedoborem rgbkowych komorek macierzystych (Limbal mesenchymal stem cells -
LMSC). Objawy moga polega¢ na wrastaniu w rogowke nabtonka spojowki,
neowaskularyzacji, bliznowaceniu, przewleklym zapaleniu, ktéoremu towarzyszy bol i
pogorszenie widzenia (Davanger i Evensen 1971; Daniels i in. 2001). Powyzsze doniesienia
wskazuja na to, ze rabek rogowki jako zrodto mezenchymalnych komorek macierzystych
(LMSC) wydaje si¢ by¢ nowym 1 obiecujacym zrédtem materiatlu komorkowego o wysokim
potencjale regeneracyjnym. W poréwnaniu z komoérkami macierzystymi mezenchymalnymi
szpiku kostnego LMSC sg blizsze tkankom oka i zapewniaja lepsze gojenie rogowki. W
przypadkach jednostronnego niedoboru komorek macierzystych mozliwe jest pobranie i
przeniesienie autoprzeszczepu rabka rogowki ze zdrowego oka. Gdy niedobor LMSC jest
obustronny, mozna zastosowac przeszczep od zyjacego krewnego lub niespokrewnionego
dawcy. Niestety alloprzeszczepy rogdéwki moga wywolywaé pewne problemy, takie jak
odrzucenie przeszczepu przez pacjenta lub brak dostgpnosci przeszczepu w odpowiednim
czasie. Jako alternatywe dla przeszczepu fragmentu tkanki rabka rogéwkowego mozna
zastosowac terapi¢ komorkami macierzystymi rogéwki lub ekspandowane exvivo komorki
nabtonkowe rabka, ktore moga wspomoc zachowanie strukturalnej i funkcjonalnej

integralno$ci rogowki.
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1.12. Sposoby implantacji mezenchymalnych komorek
macierzystych rabka.

Wykazano, ze podawanie ogolnoustrojowe nie jest skutecznym sposobem dostarczania
komorek macierzystych do rogowki. Glownym powodem takiego stanu rzeczy jest brak naczyn
krwiono$nych w rogéowce, ktory nie pozwala na dostarczenie LMSC drogg krwi (Sancak 1 in.
2014).

Powyzszy fakt oraz konieczno$¢ utrzymania odpowiednio dlugiego 1 $cistego kontaktu
transplantowanych LMSC z tozyskiem uszkodzonej rogéwki powoduja potrzebg zastosowania
odpowiednich nos$nikow.

Zastosowane nos$niki muszg mie¢ kilka cech:

e umozliwia¢ zarowno przyleganie, jak i migracje komorek

e dostarcza¢ niezb¢dne czynniki wzrostu (zwiazki organiczne, bodzce fizyczne)

e umozliwia¢ dyfuzj¢ sktadnikéw odzywcezych oraz innych wytwarzanych substancji

e utrzymywac odpowiednie parametry mechaniczne i fizykochemiczne, sprzyjajace

integracji i dalszemu rozwojowi tkanki.

Aby podota¢ tym wymaganiom, rusztowanie musi charakteryzowa¢ odpowiednia
struktura 1 skfad chemiczny. Wysoka porowato$¢ i odpowiednia wielko$¢ otworéw sa
niezbedne do wytworzenia przestrzeni zyciowej dla komorek i zapewnienia integralno$ci
tkanki. Uzyty material powinien ulega¢ biodegradacji, tak aby macierz komérkowa mogta by¢
samoistnie usuni¢ta bez potrzeby interwencji chirurgicznej. Szybko$¢ absorpcji powinna
wspolgraé z tempem odnowy tkanki-biorcy, ktéra stopniowo przejmuje obcigzenie
mechaniczne (Langer i Vacanti 1993; Abreu 2006).

W ramach licznych badan stosowane byly réznorodne warstwy nos$ne, od blon
owodniowych (Shimazaki i in. 2002a; Zakaria i in. 2010), polistyrenu (Feng i in. 2014),
rusztowan z nanowtokien (Zajicova i in. 2010), hydrozelu siloksanowego soczewki kontaktowe
(Di Girolamo et al. 2007), fibroina jedwabiu (Bray et al. 2011), chitozan (Grolik et al. 2012),
filmy keratynowe (Reichl et al. 2011), fibryna (Rama et al. 2001) i in.

Blona owodniowa jako nosnik mezenchymalnych komorek macierzystych rabka.
Lozysko ma charakter trojwarstwowy i sktada si¢ z owodni, omoczni i kosmoéwki. Jego rola
jest dostarczanie sktadnikow odzywczych 1 tlenu, ktore sa niezbedne do przezycia i rozwoju

ptodu.
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Owodnia jest cienka, pozbawiong naczyn btong, ktora ma dwuwarstwowsa strukture:
pojedyncza warstwe nablonkowa i warstwe zrebowa (Yu iin. 2009). W rzeczywistosci owodnia
jest workiem, ktory zamyka ptdd budujac dla niego jednocze$nie odpowiednie srodowisko.
Budowa i whasciwosci histologiczne btony owodniowej od lat wykorzystywane sg leczeniu ran
1 oparzen, oraz rekonstrukcji powierzchni oka jako komodrkowy material rekonstrukcyjny
(Parolini i in. 2008). Budowe i wilasciwosci fizykalne btony owodniowej po jej uprzednim
przygotowaniu wykorzystuje si¢ takze poprzez wykorzystaniu jej jako nosnik dla komorek
mezenchymalnych. Btona owodniowa zapewnia przyleganie LMSC do uszkodzonej
powierzchni rogéwki zapobiegajac jednoczesnie ich utracie 1 wyptukiwaniu. Potwierdzono, ze
dostarczenie LMSC na no$niku z btony owodniowej zmniejsza wyraznie uszkodzenie rogowki
wynikajace z zapalenia poprzez wydzielanie genu biatka stymulowanego TNF-a 6 przy juz przy
obecnosci niewielkich wszczepéw opisanego materiatu zawierajacego LMSC (Sancak 1 in.
2014). Zastosowanie btony owodniowej jako nosnika dodaje rowniez jego nieodtacznych
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, przeciwfibrylowych i przeciwzapalnych, zwickszajac

potencjat regeneracyjny terapii (2010 Ramaet et al).

Kolagenowe i niekolagenowe nosniki mezenchymalnych komorek macierzystych.

Inzynieria tkanki rogowki oparta na rusztowaniach koncentruje si¢ gtbwnie na opracowaniu
substytutu naturalnego zrgbu rogowki. Istnieja dwie gléwne linie rozwoju rusztowan do
inzynierii tkanki rogéwki; stosujace rusztowania na bazie kolagenu ze srodkami sieciujacymi
oraz stosujace niekolagenowe materiaty syntetyczne. Kolagen typu I i1 III byt przedmiotem
wielu badan (Merrett et al. 2008), cho¢ popularne sa réwniez polimery syntetyczne, poniewaz
ich wlaéciwosci mechaniczne s3 obiecujace (Hu et al. 2005; Zorlutuna et al. 2006). Zele
kolagenowe szybko rozktadaja si¢ in vivo i nie maja wewngtrznej wytrzymatosci obserwowane;j
w niektorych syntetycznych polimerach. Testowane byly rézne $rodki sieciujace w celu
zwigkszenia stabilnosci rusztowan kolagenowych. Stosowano min. Aldehyd glutarowy jako
srodek sieciujgcy, ale srodek ten wykazywat dzialanie polipropylenoiminooktaminowe,
zwigkszajac liczbe grup aminowych, ktore reagowaly z grupami karboksylowymi w procesie
sieciowania. Kolejng powszechnie testowang opcja sieciowania byt chlorowodorek 1-etylo-3-
(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu (EDC) (Fagerholm et al. 2010). Udowodniono, ze
zele usieciowane dendrymerami oktaminy s3 mechanicznie lepsze zarowno od EDC, jak 1
aldehydu glutarowego przy réznych stezeniach kolagenu. Wytrzymatos¢ szwow byta jednak
znacznie nizsza niz w naturalnej rogéwce i jest to problem, ktory nalezy rozwigza¢ przed

zastosowaniem w zastosowaniach klinicznych (Duan i Sheardown 2006).
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Oprocz zeli kolagenowych w inzynierii tkankowej rogowki przetestowano gabki 1 folie.
Wykazano, ze zarowno przezroczysto$¢ tkanek, jak 1 wlasciwo$ci mechaniczne sg lepsze w
gabkach kolagenowych niz w zelach (Orwin et al. 2003; Borene et al. 2004).

Griffith 1 in. byli pierwszymi, ktérzy przeszczepili rusztowania kolagenowe jako
glebokie przeszczepy blaszkowate przednie w badaniu klinicznym fazy I u dziesieciu
pacjentow. Zaobserwowali regeneracj¢ nabtonka u wszystkich dziesigciu pacjentow, a takze
nerwy podnabtonkowe i wzrost komorek zrebu do wszczepionych rusztowan po 9 miesigcach
(Fagerholm i wsp. 2009; Griffith i wsp. 2009). Dwa badania kontrolne, jedno po 24 miesigcach
i jedno po 4 latach, wykazaty, ze u kazdego z pacjentow implant pozostat stabilny i pozbawiony
naczyn, odtworzono film tzowy i nastgpita dalsza rekrutacja komorek zrgbu do wszczepionych
rusztowan. Wyniki te sugeruja, ze tak dtugo, jak zdrowe komoérki macierzyste sa obecne w lezu
biorcy, rusztowania inzynierii tkankowej moga by¢ implantami bezkomérkowymi. Potencjat
réznicowania MSC rogoéwki sprawia, ze s3 one doskonatymi kandydatami do rozwoju
podscieliska rogowki wytwarzanego metoda inzynierii tkankowej (West-Mays i Dwivedi
2006). Fibroblasty zregbu mozna indukowac¢ do wydzielania macierzy pozakomorkowej, w celu
skonstruowania wyhodowanych w laboratorium macierzy zrgbu. Zastosowanie kwasu
askorbinowego w hodowli zwigksza sekrecje kolagenu i proliferacje fibroblastow (Saika et al.
1992). W badaniu przeprowadzonym przez Guo i in. (2007) fibroblasty tworzyly warstwy
wldkienek kolagenowych podobne do stanu natywnego, cho¢ nieco grubsze niz naturalna

rogowka.

Fibryna jako nosnik mezenchymalnych komodrek macierzystych rabka.
Jak wspomniano wczesniej fibryna jest produktem krwiopochodnym. Jest ona doskonatym
biologicznym klejem tkankowym imitujacym koncowe etapy kaskady krzepnigcia
(Kucukerdonmez i in. 2009). Jest wchianialna i stosunkowo tatwa w uzyciu. Kleje fibrynowe
po raz pierwszy zastosowano w okulistyce we wczesnych latach czterdziestych w celu
utrwalenia penetrujacych przeszczepoéw rogoéwki u krolikow (Katzin 1945). Odpowiednio
spreparowana fibryna moze by¢ takze wykorzystana jako no$nik dla autoprzeszczepu LMSC.
Zastosowanie no$nikow fibryny zostalo po raz pierwszy opisane w 2007 r. i wykazano, ze
warstwe fibryny mozna strawi¢, gdy komorki uformuja uwarstwione, funkcjonalne arkusze
wielowarstwowe (Higa i wsp. 2007).

W okulistyce cztowieka w ostatnich latach popularng, cho¢ wcigz nowatorska metoda
leczenia wielu choréb rogoéwki (m.in. LSCD) oraz jej ubytkéw stato si¢ zastosowanie

rgbkowych komorek macierzystych. Innowacyjny charakter tego typu terapii polega na
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przeniesieniu na objetg procesem chorobowym rogowke wiasnych (autologicznych) komorek
o wysokim potencjale namnazania co prowadzi do regeneracji trudno gojacych si¢ lub nawet
nie gojacych si¢ ubytkéw rogowki.

Jednym z przelomow stalo si¢ opracowanie i1 opatentowanie preparatu Holoclar, ktorego
substancjg aktywnag sg wtasne komorki macierzyste pacjenta.

Terapi¢ rozpoczyna si¢ od pobrania drobnego wycinka zdrowego fragmentu rabka
rogdwki, w ktorym wcigz znajduja si¢ komorki macierzyste. Jest to mozliwe w przypadku, gdy
jedno z oczu jest zdrowe lub gdy przy obustronnym uszkodzeniu zachowat si¢ nienaruszony
fragment rabka. Nastepnie, komorki z biopsji wprowadzane sa w odpowiednich warunkach do
hodowli komérkowej i przechowywane w zamrozeniu do czasu potwierdzenia terminu zabiegu.
Wowczas, nowa tkanka hodowana jest na membranie zbudowanej z fibryny uformowanej na
ksztalt soczewki kontaktowej. Holoclar, czyli potaczenie wyhodowanych komorek z
membrang, wszczepiany jest nastgpnie pacjentowi w trakcie zabiegu chirurgicznego, po
wezesniejszym usunie¢ciu uszkodzonej rogdéwki. Zabieg jest jednorazowy i stanowi rodzaj
przeszczepu autogenicznego, przez co nie niesie ryzyka odrzutu. Holoclar uzyskat w 2014 roku
pozytywna opini¢ Komitetu do spraw Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi (CHMP),
a Komisja Europejska warunkowo zatwierdzita preparat oraz udzielita autoryzacji na sprzedaz

leku w krajach cztonkowskich.
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2. Zalozenia i cel pracy

Ubytki rogéwki to jeden z czgstszych powoddw konsultacji okulistycznych w weterynarii
matych zwierzat. Leczenie w wielu przypadkach poza intensywng terapig farmakologiczng
wymaga pobudzenia i modulacji proceséw regeneracji tkankowej, a w wielu przypadkach takze
wykonania interwencji chirurgicznej. Przedluzajacy si¢ czas regeneracji a takze sama
rozlegtos¢ i glebokos¢ ubytku warunkuja sukces w postaci odtworzenia i zachowania cigglosci
tkanek rogéwki, ale takze (co nie mniej wazne) wptywaja na jej przeziernos¢ po zagojeniu
urazu.

W wielu przypadkach trudno gojacych si¢ ubytkéw rogéwki czynnikiem limitujagcym
procesy naprawcze jest uposledzenie funkcji regeneracyjnych tkanki, co powoduje koniecznosé
poszukiwania terapii mogacych wplywac na odtworzenie tych zdolnosci.

Konsekwencja glebokich i1 przewlekle gojacych si¢ wrzoddéw rogéwki moze byc
powstanie zmian ograniczajacych znacznie jej przeziernos$¢, a co za tym idzie wplywajacych
znaczaco na zdolnosci wzrokowe.

W medycynie weterynaryjnej dotychczas nie opracowano metody zastosowania
wiasnych (autologicznych) komoérek macierzystych podobnej do stosowanej w okulistyce

ludzkiej terapii Holoclar.
Celem niniejszej pracy bylo:

1. Opracowanie bezpiecznego procesu pozyskiwania rgbka rogéwki od psa domowego
(Canis lupus familiaris) i kota (Felis catus).

2. Opracowanie powtarzalnej metody izolacji i hodowli komorek rabka rogéwki.

3. Opracowanie metody wytwarzania prototypu produktu inzynierii tkankowej
przeznaczonego do regeneracji struktur rogéwki uszkodzonych na skutek
skomplikowanych wrzodéw rogowki oraz do leczenia nieprzeziernych blizn po

zakonczeniu procesu gojenia.
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3. Material 1 metody pracy

3.1. Czesc Kliniczna.

3.1.1. Dawcy

Fragmenty rabka rogdwkowego wykorzystane do badan i procedury namnazania komorek
macierzystych pobierane byly od pacjentow poddanych eutanazji z przyczyn
pozaokulistycznych oraz z galek ocznych po enukleacji (usunigciu oka) ze wskazan
okulistycznych, tj. od pacjentow z cigzkim i nieusuwalnym uszkodzeniem galtki
ocznej. Przebieg leczenia poprzedzajacego pobranie materiatu, wyniki badan dodatkowych
oraz wskazania do eutanazji lub enukleacji wraz z informacja o pobraniu materiatu do dalszych
badan udokumentowane zostaty w oprogramowaniu klinicznym Klinika XP wykorzystywanym
do obstugi Przychodni Weterynaryjnej Retina, w Krakowie, w ktorej leczono pacjentow i
dokonywano pobran materiatu. Zgodnie z procedura uzyskano $wiadomag zgode na
wykorzystanie rabka rogowkowego do badan.

Lista pacjentoéw, od ktorych pochodzity probki oraz przyczyny kwalifikacji do pobrania
materiatu, (w tym choroby okulistyczne oraz pozaokulistyczne choroby uktadowe) przedstawia

tabela 2.
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Tab. 2. Lista pacjentow (z podziatlem na gatunek, rase, wiek i ptec), od ktoérych pobrano rabek rogowki, oraz przyczyny kwalifikacji do pobrania
materiatu.

2020-08-23
wroctaw

2020-09-21
wroctaw

2020-10-13
wroctaw

2020-10-12
krakow

2020-10-14
krakow

kot

kot

pies

pies

kot

mix

brumska

shih tzu

sznaucer
miniatur
owy

mix

samica

samiec

samica

samica

samiec

brak

uraz mechaniczny oka

Obustronne trichiasis z draznieniem oczu
wtosami. Uraz prawego oka; wylew krwi
zagatkowo i wewnatrzgatkowo; wytrzeszcz
gatki ocznej. Leczenie - tarsorafia. Po
rozszyciu powiek widoczny gesty wyptyw
ropny, deformacja rogéwki i przepuklina
teczéwki, keratomalacja i perforacja w
centrum rogowki.

brak

Utrata wzroku, zmetnienie i zmiana koloru
prawego oka; mruzenie. Jaskra - cisnienie
srédgatkowe 87 mmHg, wytrzeszcz gatki
ocznej, obrzek rogéwki, przekrwienie
teczéwki; obraz USG - zwichniecie soczewki
do komory ciata szklistego

brak

brak

tropicamid, tobrex,
dexoftyal, surowica
allogeniczna

Dicloabac, alphagan,
optixare, surowica
allogeniczna, tobrex

brak

rozlegte obrazenia
wewnetrzne

Zapalenie trzustki trzy lata
przed enukleacja

Zmiany neurologiczne,
brak mozliwosci
poruszania sie, oddawania
moczu i katu

posmiertnie, wypadek komunikacyjny

uraz mechaniczny oka

Pogorszenie stanu oka: ryzyko perforacji
gatki ocznej; w centrum rogdéwki
postepujaca deformacja;
brak odruchu grozenia swiattem

Posmiertnie, eutanazja

Brak mozliwosci opieki nad poétdzikim
kotem wychodzgcym, usuniecie gatki
ocznej
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2020-10-27
krakow

2020-11-02
krakow

2020-11-02
krakéw

2020-11-05
krakow

2020-11-05
krakéw

2020-11-09
krakow

pies

pies

pies

kot

kot

pies

11

~

13

buldog
francuski

cocker
spaniel
angielski

wyzet
wegierski
krétkowt
osy

mix

syjamski

sznaucer
miniatur
owy

samiec

samiec

samiec

samica

samica

samica

Lewe oko: jaskra, zapalenie rogéwki z
owrzodzeniem w centrum koputy; USG -
zmiany zwyrodnieniowe i odwarstwienie

tylne ciata szklistego (PVD), soczewka

hiperechogenna, zmieniona zaémowo i
obrzeknigta. Teczéwka i ciato rzeskowe
przebudowane zgrubiate. Zmiany te
powstaty najprawdopodobniej wtdrnie do

przewlektego zapalenia btony naczyniowe;j.

brak

Lewe oko - gatka oczna nieznacznie
powiekszona, niebolesna; oko niewidzace
do obrzeknigtej przynosowo rogéwki
przylegajaca masa barwnikowa, czesciowo
przezierna. W teczéwce widoczna zmiana
guzowata deformujgca Zrenice.

W obrazie USG widoczna masa guzowata w

lokalizacji ciata rzeskowego, za teczéwka.
Teczdwka tej okolicy przebudowana,
pogrubiona.

brak

brak

brak

dicloabac, alphagan,
optixare, surowica
allogeniczna, tobrex

brak

tobradex, 4 razy
dziennie 7 dni przed
enukleacjg

brak

brak

brak

tagodna niedomykalnos¢
zastawki mitralnej

Endokardioza mitralna b1
acvim; guz obejmujacy
cafg prawa gataz zuchwy,
powodujacy patologiczne
pekniecia kosci

W przesztosci guzek
powieki oka lewego -
rozpoznanie HP - czerniak

Wysiekowa postac FIP

Ostre zapalenie trzustki,
PNN, wodopiersie

Zmiana 5/5 cm w
okolicach od trdjkata
pecherza moczowego i
ciggnaca sie w kierunku
cewki moczowej; tega w
dotyku i bardzo bolesna
wielkosci cytryny. susp
TCC

Perforacja rogowki lewego oka (jedynie w
centrum)

Pos$miertnie - eutanazja

Podejrzenie czerniaka przedniej btony
naczyniowej oka

Posmiertnie - eutanazja: Duza ilo$¢
wolnego ptynu w jamie otrzewnej
Sledziona i watroba o powiekszonych
rozmiarach.

Posmiertnie, eutanazja: pogorszenie
stanu zdrowia

Posmiertnie - eutanazja: silny bdl, brak
mozliwosci oddawania moczu
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2020-11-19
krakéw

2020-11-23
wroctaw

2021-01-11
krakéw

2021-03-04
krakéw

2021-03-12
krakéw

2021-03-22

krakow

2021-12-29
krakow

kot

pies

pies

pies

pies

pies

15

12

10

miesie

cy

5

mix

mix

yorshire
terier

mix (w
typie
owczarka
niemieck
iego)

shih tzu

mix

shih tzu

samica

samiec

samiec

samica

samiec

samiec

samica

Lewe oko niewidzace z powodu powiktan
jaskry lub/i podejrzewanych zmian
nowotworowych. Rozsiane zmiany

barwnikowe w teczéwce - podejrzenie
diffused iris melanoma (lub melanocytoma).
Jaskra jako skutek zmian w teczéwce i kacie
przesaczania

Prawe oko - uraz mechaniczny z gteboka
perforacja; whicie ciata obcego (patyk)

Prawe oko. Po pogryzieniu przez duzego psa
wypadniecie gatki ocznej

Lewe oko. Uszkodzone w przesztosci.
Masywny obrzek rogéwki, jaskra: IOPL: 65-
77 mmHg. Oko niewidzace. Zmiany
zwyrodnieniowy w rogéwce w dolnych
kwadrantach (naciek barwnikowy)

Lewe oko. Gatka oczna powiekszona;
rogéwka obrzeknieta, nieprzezierna z
rozlegtymi zmianami zwyrodnieniowymi -
wrosnietymi naczyniami
krwionosnymi. W centrum powierzchowne
owrzodzenie rogéwki. Spojéwka silnie
przekrwiona.

Oko niewidzace, bolesne, IOPL: 55- 67
mmHg.

brak

Lewe oko: 1.12.2021 - wypadniecie gatki

ocznej lewej, nieudana préba repozycji w
dniu wypadniecia w innym ZLZ. 2.12.2021:
IOPL 19 mmHg. Oko wytrzeszczone lekko.

Wylew pod spojéwka przynosowo. Pod.

cosopt, tobradex

brak

brak

surowica allogeniczna,
difadol, tobrex nodom
free combi,corneregel

cosopt, tobrex,
optixcare, xalatan

brak

0d 2.12 do 22.12:
dexamethasone 4 razy
dziennie
vigamox 4 razy dziennie
od 22.12do 28.12:

Padaczka

brak

brak

brak

W historii leczenia
usuniety guz okolicy
miednicy

brak

Przewlekta choroba
degeneracyjna zastawki
tréjdzielnej stadium bl

ACVIM

Jaskra barwnikowa. Podejrzenie
nowotworzenia (niepotwierdzone), utrata
wzroku

Utrata wzroku, ciezkie uszkodzenie
struktury gatki ocznej

Oko silnie wytrzeszczone z zerwaniem
przyczepdw 3 miesni g.o.

Oko wytrzeszczone, silnie bolesne

Oko wytrzeszczone, silnie bolesne, nie
poddajace sie leczeniu
farmakologicznemu

Posmiertnie - wypadek komunikacyjny

Brak poprawy klinicznej pomimo leczenia
farmakologicznego wypadnietej gatki
ocznej: Uszkodzenie bardziej rozlegte,
Panophthalmitis - ropa w przedniej
komorze oka

60



2022-01-19
krakéw

2022-02-16
krakow

pies

16 yorshlre
terier
brytyjski
4 krotkowt
osy

uszkodzenia przyczepu migsnia. Oko
zezujace zewnetrznie. Zrenica Sredniej
wielkosci, niereaktywna. Brak reakcji
dazzle/menace. Wykonano czasowe

zaszycie pod trzecig powiekg 22.12.2021:

kontrola - IOPL 19 mmHg;

Oko nie wytrzeszczone, ale zezujgce lekko
zewnetrznie. Zrenica szersza niz w oku
prawym, stabo reaktywna. Brak reakcji
dazzle/menace. 28.12.2021 - duza ilo$¢

ropnej wydzieliny zasychajgcej na
powiekach. Owrzodzenie rogéwki w kacie
przynosowym z powiktaniem
keratomalacyjnym. Okoliczna rogéwka
obrzeknieta. Wnetrze oka dostepne do
badania w umiarkowanym stopniu.
Zrenica zwezona, niereaktywna.

Prawe oko - 4.11.2021 IOPR 15mmHg.
Podwijanie powiek dolnych przynosowo,
trichiasis. $luzowomleczny wyptyw,
rogéwka z subtelnymi zmianami
pozapalnymi. Nukleoskleroza starcza
soczewki. Na przedniej torebce soczewki
Slady barwnika. Brzeg Zreniczny
odksztatcony w czesci zewnetrznej.

W teczéwce zmiana guzowata obejmujgca
jej czes¢ zewnetrzng, siegajaca okolicy ciata
rzeskowego. Teczéwka przyrgbkowo
przylegajaca do rogéwki.
17.11.2021 USG.Owalny twoér guzowaty
zwigzany z ciatem rzeskowym i obejmujacy
nasade teczéwki (0,66/0,89 mm). Zmiana o
charakterze jednorodnym,
hiperechogennym.

Lewe oko - IOPL 20 mmHg. Rozsiane zmiany
barwnikowe w catej tkance teczéwki. W
obszarze pomiedzy collarette a katem
przesaczania teczéwka uniesiona,
wybrzuszona, ogniskowe ciemne nacieki
(punktowe zmiany barwnikowe)

optixcare 4 x dziennie
od 28.12 do 29.12:
surowica - co 2h
nastepnie
atropina 2 razy dziennie
vigamox 5 razy dziennie
corneregel - 2 razy
dziennie
optixcare - 4x dziennie

od 4.11do 17.11:
vigamox 4 razy dziennie
cyclosporyna 2 razy

dziennie Przewlektfa choroba

optixcare 3-4 razy degeneracyjna zastawki
dziennie; od 17.11 do mitralnej stadium B1
19.11 (enukleacja): ACVIM
cyklosporyna 2 x
dziennie optixcare 3-4 x
dziennie

brak brak

Guz teczéwki i ciata rzeskowego
(melanoma)

Lewe oko atroficzne, po uszkodzeniu w
przebiegu infekcji, ze zmianami
barwnikowymi w catej tkance teczéwki
(iris melanoma)
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3.1.2. Badania laboratoryjne dawcéw

U pacjentow wykonywano badania krwi: morfologia i badania biochemiczne surowicy kKrwi.

Badania krwi wykonano w laboratorium Lab. Wet., z wykorzystaniem aparatu do oznaczen
biochemicznych BS-800M.

Metody poszczegdlnych oznaczen biochemicznych przedstawiono ponizej.

AST - Metoda IFCC bez aktywacji fosforanem pirydoksalu.

ALT - Metoda IFCC bez aktywacji fosforanem pirydoksalu.

ALP - Metoda IFCC.

GLUKOZA - Kolorymetryczna metoda enzymatyczna z oksydaza glukozy.
KREATYNINA- Metoda enzymatyczna, kolorymetryczna.

MOCZNIK - Metoda enzymatyczna, kinetyczna z wureaza 1 dehydrogenaza
glutaminianowa.

BIALKO - Metoda oparta na reakcji biuretowej. Wigzania peptydowe biatka reaguja w
srodowisku alkalicznym z jonami miedziowymi tworzac barwny kompleks.
ALBUMINA - Albumina tworzy z zielenig bromokrezolowg (BCG), w $rodowisku
kwasnym barwny kompleks.

GGT - Metoda IFCC. Metoda kinetyczna z L-y -glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilidem.
WAPN - Fotometryczny pomiar przy uzyciu barwnika arsenazo III. Wapn z arsenazo
1T w pH obojetnym tworzy barwny niebieski kompleks, ktorego intensywnos$¢ jest
proporcjonalna do st¢zenia wapnia.

FOSFOR - Metoda bezposrednia, bez odbialczania. Jony fosforanowe reaguja w
srodowisku ~ kwasnym z  jonami  molibdenowymi  tworzac  kompleks
fosfomolibdenianowy. Absorbancja powstajagcego kompleksu jest proporcjonalna do
stezenia fosforu nieorganicznego w badanej probce.

MAGNEZ - W $rodowisku alkalicznym magnez reaguje z blgkitem ksylidylowym
tworzac purpurowo zabarwiony zwigzek. W obecnosci EGTA reakcja jest specyficzna.
Intensywno$¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do st¢zenia magnezu w badanej
probee.

CHOLESTEROL - Metoda kolorymetryczna, enzymatyczna z esteraza i oksydaza
cholesterolu (CHOD/PAP). Intensywnos$¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do

stezenia cholesterolu.
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e LDH - Optymalizowana metoda kinetyczna zalecana przez Niemieckie Towarzystwo

Chemii Klinicznej
e (DGKC). CK - Optymalizowana metoda Kinetyczna oparta na zaleceniach

Miedzynarodowej Federacji Chemii Klinicznej (IFCC).
o TRIGLICERYDY - Kolorymetryczna metoda enzymatyczna z oksydaza

glicerofosforanowa

3.1.3. Pobranie rabka rogowki

W tabeli 3 przedstawiono liste pobran materialu od dawcow.
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Tab. 3. Data pobrania i izolacji komorek.

Kot, 3 lata, mix, Wroctaw

Kot, 5 lat, brumska, Wroctaw

Pies, 7 lat, mix, Wroctaw

Pies, 10 lat, sznaucer
miniaturowy, Krakow

Kot , 9 lat, mix, Krakow

Pies, 6 lat, buldog francuski,
Krakow

Pies, 11 lat, cocker spaniel
angielski, Krakow

Pies, 7 lat, wyzet wegierski,
Krakow

Kot, 1 rok, mix, Krakéw

Kot, 20 lat, syjamski, Krakow

Pies, 13 lat, sznaucer
miniaturowy, Krakéw

Kot, 15 lat, mix, Krakow

Kot, 8 lat, mix, Wroctaw

Pies,9 lat, yorshire terier, Krakow

Pies, 5 lat, mix, Krakow

Pies, 9lat, shih tzu, Krakow

Pies, 10 miesiecy, mix, Krakéw

Pies, 5 lat, shih tzu, Krakow
Pies, 16 lat, yorshire terier,
Krakow

Kot, 4 lata, brytyjski krétkowtosy,
Krakow

2020-08-23

2020-09-21

2020-10-13

2020-10-12

2020-10-14

2020-10-27

2020-11-02

2020-11-03

2020-11-05

2020-11-05

2020-11-10

2020-11-19

2020-11-23

2021-01-11

2021-03-04

2021-03-12

2021-03-22

2021-12-29

2022-01-19

2022-02-16

2020-08-24

2020-09-22

2020-10-14

2020-10-13

2020-10-15

2020-10-28

2020-11-03

2020-11-05

2020-11-06

2020-11-06

2020-11-12

2020-11-20

2020-11-24

2021-01-12

2021-03-05

2021-03-12

2021-03-23

2021-12-30

2022-01-20

2022-02-17
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3.1.4. Sposob pobrania ragbka rogowki

Pobranie ragbka rogéwki kazdorazowo przeprowadzano po uprzednim przygotowaniu gatki
ocznej poprzez odkazanie powierzchni rogéwki i spojowki roztworem powidonu jodowego

(Betadine 10% Egis) w rozcienczeniu 1:10 z jalowym roztworem chlorku sodu (NaCl
0,9%). Fot. 19.

Fot. 19. Przygotowanie pola operacyjnego do pobrania ragbka rogéwki. Worek spojowkowy i
powierzchnig oka przeptukano roztworem powidonu jodowego w rozcienczeniu 1:10 z jatlowym
roztworem chlorku sodu. (fot. Pawet Stefanowicz).

Fragmenty rabka rogoéwki pobierano w gérnym biegunie rogoéwki. Pierwsze,
poprzeczne wzgledem rabka ciecie, ok 1 — 1,5 mm dtugosci, przeprowadzano na godzinie 11.
Drugie poprzeczne cigcie przeprowadzano na godzinie 1. Oba poprzeczne cigcia taczyly dwa

kolejne nacigcia rogdwki réwnolegte do ragbka, o dtugosci okoto 7 mm. Procedure obrazuja fot.
20-22.
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Fot. 20. Lokalizacja planowanego pobrania ragbka rogéwki. (fot. Pawel Stefanowicz).

Fot. 21. Poprzeczne, prostopadte wzgledem rabka pierwsze cigcie (ok 1 — 1,5 mm dtugosci) na
godzinie 11. (fot. Pawet Stefanowicz).
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Fot. 22. Cigcie rownolegle do rabka rogéwkowego. (fot. Pawet Stefanowicz).

Kazde z nacie¢ siggalo ok 50% glebokosci zrgbu rogéwki. Do wykonania nacigé
stosowano n6z rogéwkowy typu slit. N6z prowadzono nieco sko$nie, w kierunku rabka, tak by
uzyska¢ material o ksztatcie klinowym. Tak odpreparowany fragment zawierajacy rabek

rogoéwki usuwano przy pomocy nozyczek okulistycznych Castroviejo. Fot. 23, 24.

Fot. 23. Odpreparowanie przygotowanego fragmentu rabka rogowki. (fot. Pawet Stefanowicz).
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Fot. 24. Odpreparowanie przygotowanego fragmentu rabka rogowki. (fot. Pawet Stefanowicz).

Pobrany material poddawano okoto 30 minutowej dekontaminacji w buforowanym
roztworze soli fizjologicznej z dodatkiem gentamycyny w stezeniu 100 mg/1. Fot. 25. Nastepnie

material (fragment rabka rogoéwki) umieszczano w pozywce transportowej. Fot. 26.

Fot. 25. Dekontaminacja pobranego fragmentu rgbka rogowki w buforowanym roztworze soli
fizjologicznej z dodatkiem gentamycyny.
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Fot. 26. Fragment rabka umieszczony w pozywce transportowe;.

Rabek rogéwki umieszczony w pozywce transportowej umieszczano nastepnie na chtodzikach
w termosie styropianowym, tak aby zapewni¢ transport w warunkach chtodniczych. Pobrany
rabek rogowki byt transportowany bezposrednio do laboratorium przeze mnie lub wysylany za

posrednictwem firmy kurierskie;.
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3.2. Czesc laboratoryjna.

3.2.1. Odczynniki i materiaty.

W prowadzonych badaniach wykorzystano nastepujace materiaty i odczynniki:

Odczynniki:

1.
2.

o g ~ w

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.

21.

NutriStem Medium (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)

Alpha MEM Eagle w/o L-Glutamine 500ml (Biological Industries, Beit-Haemek,
Israel)

DMEM, high glucose, with glutamine (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)
Amphotericin B, antifungal, 250ug/ml (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)
DPBS-1X w/o Ca++, Mg++ 500 ml (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)
Fetal Bovine Serum (FBS) European Grade sourced in South America, (Biological
Industries, Beit-Haemek, Israel)

UltraGlutamine™ Supplement 200 mM (100X), (Lonza, Basel, Switzerland)
Gentamicin Sulfate Solution, (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)

MSC Attachment Solution (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)
Poly-L-lysine hydrobromide (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

Poly-D-lysine hydrobromide (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

NutriCoat™ Attachment Solution (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)
PLTGold® Human Platelet Lysate (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)
Collagenase/Dispase (Roche, Germany)

Collagenase Il (Thermo Scientific, USA)

TrypLe CTS (Thermo Scientific, USA)

Gibco GlutaMAX Supplement (Thermo Scientific, USA)

MSCgo™ Osteogenic Differentiation Medium (Biological Industries, Beit-Haemek,

Israel)
MSCgo™ Chondrogenic Differentiation Medium (Biological Industries, Beit-

Haemek, Israel)

MSCgo™ Adipogenic Differentiation Medium (Biological Industries, Beit-Haemek,

Israel)
NutriFreez® D10 Cryopreservation Medium (Biological Industries, Beit-Haemek,

Israel)

22. 6 mg/ml Pepsin Soluble Collagen in 0.01M HCI, (Collagen Solutions, Glasgow, UK)
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23. Hydrochloric acid solution 1.0 N, BioReagent, suitable for cell culture (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany)

24. Sodium hydroxide solution, 1.0 N, BioReagent, suitable for cell culture (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany)

Materialy:

1. Tissue culture plates, 6, 12, 24 well plate, flat bottom, (TPP Techno Plastic Products
Trasadingen, Switzerland)

2. Tissue Culture Flasks 25 cm2 (TPP Techno Plastic Products Trasadingen,
Switzerland)

3. Centrifuge Tubes 15 ml, 50 ml (TPP Techno Plastic Products Trasadingen,
Switzerland)

4. Pipety serologiczne 5 ml, 10 ml (TPP Techno Plastic Products Trasadingen,
Switzerland)

5. Koncowki do pipep automatycznych (10 pl, 200 pl, 1000 pl) (Eppendorf Hamburg

Germany)

Ocena zywotnoSci:
1. AO PI Dual Fluorescence Analyzing the Concentration and Viability (Countstar Inc
Songjiang District, Shanghai, P.R. China)
2. Cell Viability Imaging Kit (Blue/Green) (Thermo Scientific, USA)
3. LIVE/DEAD™ Cell Imaging Kit (488/570) (Thermo Scientific, USA)

Przeciwciala:

1. Anti-BCRP/ABCG2 antibody [1H2]; ab130244; Abcam
. Anti-p63 antibody; ab53039; Abcam
. Cytokeratin 3/2p Antibody (AES5); sc-80000; Santa Cruz
. Cytokeratin 12 Antibody (E-8), sc-515882; Santa Cruz
. DURACclone SC Mesenchymal Tube, 25 Tests, RUO

Do prowadzonych badan przygotowywano nastepujace odczynniki w sktadzie opisanym

ponizej w tabeli 4.
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Tab. 4. Formulacja odczynnikow wykorzystywanych w badaniach. a. pozywka transportowa,
b. roztwor do dekontaminacji, c. roztwor do enzymatycznej izolacji komorek, d. roztwor do
oplaszczania, e. pozywka wzrostowa.

a. Pozywka transportowa

Nazwa Numer Producent [los¢
katalogowy
MEM-ALPHA 01-043-1A Biological Industries | 500 ml
Gentamycin Sulfate 50 mg | 17-518Z LONZA 1ml
per ml
GlutaMAX — 1 - CTS A12860-01 GIBCO 5ml
(100x)
Fungizone Amphotericin 15920-026 GIBCO 2ml
B 250 ug/ml
Certified Foetal Bovine 04-001-1A Biological Industries | 55 ml
Serum
b. Roztwor do dekontaminacji
Nazwa Numer Producent Mos¢
katalogowy
Gentamycin Sulfate 50 17-518Z LONZA 1mil
mg per ml
DPBS CTS (1x) A12856-01 GIBCO 50 ml
c. Roztwor do enzymatycznej izolacji komorek
Nazwa Numer Producent Ios¢
katalogowy
Collagenase/Dispase* 11097113001 Roche Diagnostics | 2 mg/ml
Collagenase 11* 17101015 GIBCO 1-4 mg/ml
Hanks Balanced Salt 02-015-1B Biological 1 mlna2mg
Solution Industries enzymu
* Roztwor przygotowywany w réznych wariantach
d. Roztwor do oplaszczania
Nazwa Numer Producent Mos¢
katalogowy
MSC Attachment 05-752-1H Biological 500 ul
Solution Xeno Free Industries
Poly-L-lysine Merck KGaA, 500 ul
hydrobromide Darmstadt,
Germany
Poly-d-lysine Merck KGaA, 500 ul
hydrobromide Darmstadt,
Germany
DPBS CTS (1x) A12856-01 GIBCO 50 ml

* Roztwor przygotowywany w roznych wariantach
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e. Pozywka wzrostowa/pozywka do izolacji

Nazwa Numer Producent Ilos¢
katalogowy

MSC NutriStem XF 05-200-1A Biological 500 ul

Basal Medium Industries

MSC NutriStem XF 05-201-1U Biological S5ml

Suppl. Mix. Industries

MEM-ALPHA 01-043-1A Biological 500 ml
Industries

DMEM 01-052-1A Biological 500 ml
Industries

Gentamycin Sulfate 50 17-5187Z LONZA 1mil

mg per ml

Fungizone Amphotericin | 15920-026 GIBCO 2ml

B 250 ug/ml

Certified Foetal Bovine | 04-001-1A Biological 110

Serum Industries

* Roztwor przygotowywany w roznych wariantach

3.2.2. Transport do laboratorium

Pobrany material byt transportowany do laboratorium w czasie do 72 godzin od pobrania. Po

pobraniu materiat byl plukany a nastgpnie umieszczany w pozywce transportowej o

temperaturze 4°C w sktadzie wymienionym w tabeli 4. Pobrany material byt umieszczany w

20 ml pozywki transportowej, w probowce 50 ml, nastepnie pakowany do opakowania

transportowego, wraz z chtodziarkami. Do wysylanego materialu byt zalaczany protokédt z

pobrania pozwalajacy na identyfikacje proby. Wzor protokotu z pobrania tkanki przedstawia

tabela 5.
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Tab. 5. Protokot z pobrania materiatu do izolacji.

Pobranie:
Data: | Godzina: Operator:
Podmiot leczniczy:
zapis

pochodzenie gatunek
tkanki rasa/rodzaj

wiek

ptec

identyfikacja dawcy

tkanka

strona

lokalizacja pobranej tkanki

3.2.3. Ocena histologiczna rabka rogowki

Cze$¢ pobranej rogowki byla przeznaczona na wykonanie badan histologicznych i byla
przechowywana w 4% zbuforowanym formaldehydzie. Nast¢gpnie po wyptukaniu badanych
probek przez 24 godziny w wodzie iniekcyjnej, byly one umieszczane w prézniowym
procesorze tkankowym, ETP (RVG3, Intelsint, Italy) i w dalszej kolejnosci zatapiane w
parafinie. Nastepnie przy uzyciu mikrotomu rotacyjnego Slide 2003 (Pfm A.g., Germany)
bloczki byly cigte na 4 um skrawki (sekcje), a w dalszej kolejnosci barwione hematoksyling
Meyera i eozyng (H&E), oraz PAS (Periodic Acid Schiff). Histologiczna i histochemiczna
ocena struktury rogdwki prowadzona byta zgodnie ze standardowym protokotem opisanym w

literaturze (Burck H-Ch, 1975), (Spicer SC, Henson JG,1967).

3.2.4. Izolacja komorek

W trakcie realizacji zaplanowanych badan wykonano:
1.  Oceng wptywu czasu od pobrania do izolacji na skutecznos$¢ izolacji komorek.
2. Opracowanie najbardziej efektywnego sposobu izolacji poprzez porownanie

efektywnosci izolacji enzymatycznej 1 mechaniczne;.

Oceniono 1 poréwnano rézne sposoby izolacji:
I. izolacja mechaniczna bez trawienia
ii. izolacja mechaniczna
lii. trawienie enzymatyczne kolagenaza w st¢zeniach 1 mg/ml, 2
mg/ml i 4 mg/ml, trawienie kolagenazg i dyspaza 1mg/ml i 1

mg/ml. Badany czas trawienia to 1 godzina.
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3. Rozdrobnienie tkanek z wykorzystaniem sita (sito do wykonywania izolacji

komorek o porach 100 pm).
. Wybor optymalnej pozywki hodowlanej do namnazania 1 wzrostu komoérek
izolowanych z ragbka rogéwki. Komoérki po wykonaniu izolacji zawieszano dla
porownania w roznych standardowych pozywkach hodowlanych z dodatkiem
antybiotykow:

a. a-minimum Essential Medium,

b. Dulbecco’'s Modified Eagle Medium,

c. RPMI-1640 uzupetnionych 2 mM L-glutaminy

Pozywki byty suplementowane surowicg ptodowa bydleca (FBS) w stezeniu
10% 1 20%. Ponadto komorki hodowano rowniez w réznych rodzajach
gotowych pozywek dedykowanych do izolacji mezynchymalnych komorek
macierzystych produkowanych w standardzie GMP i przeznaczonych do
wykorzystania klinicznego, tj:
a. Stem Macs ™ MSC,
b. EXpansion Media XF-1
c. NutriStem.
. Wybor optymalnej powierzchni wzrostowej. W celu uzyskania poprawy
izolacji komorek (poprawa adhezji w trakcie izolacji) sprawdzono wplyw
modyfikacji powierzchni wzrostowej na skuteczno$¢ izolacji. Poréwnano
wzrost komorek na szalkach:
a. nieoplaszczonych
b. optaszczonych poly-D-lizyna
C. optaszczonych fibronektyng
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Przebieg procesu izolacji.

Proces izolacji komorek z rabka rogowki zostat przedstawiony w szczegdtach naryc. 415 oraz

w tabelach. Wykonujac proces izolacji wykonano oceng réznych wariantow wykonania procesu

w celu ustalenia optymalnych warunkow dla procesu. Proces izolacji wykonywany byt w

nastepujacej kolejnosci:

10.

Przed wykonaniem procesu przygotowano butelki hodowlane poprzez
oplaszczenie substancja adhezyjng. Badane substancje byty dodawane do naczyn
hodowlanych tak aby pokryty dno (30min). Nastepnie naczynia przeptukiwano
buforowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS).

Dostarczong tkanke przenoszono na szalke Perttiego 1 przeptukiwano roztworem
do dekontaminacji.

Nastepnie tkanke umieszczano w probéwce 5 ml zawierajacej 1,5 ml roztworu
trawigcego, po czym ci¢to ja nozyczkami na jednorodne fragmenty. W kolejnym
etapie material umieszczano w inkubatorze na 60 minut w celu cze$ciowego
strawienia tkanki.

Po tym czasie tkanke wyjmowano z inkubatora, neutralizowano enzym trawiacy
pozywka hodowlang w proporcji 1:1.

Wirowano zawiesing w wiroOwce przez czas Smin, 300G.

Opcjonalnie wykonywano rozdrobnienie tkanki na sicie do izolacji komorek.
Uzyskany pelet zawieszano w pozywce wzrostowej 1 przenoszono do
przygotowanego naczynia hodowlanego.

Uzyskany materiat inkubowano w inkubatorze CO2 w temperaturze 37°C, 5%
CO..

Pozywke hodowlang wymieniano 2x w tygodniu, po 72h oceniano skuteczno$é¢
izolacji a nastgpnie tempo proliferacji.

Po osiaggnigciu konfluencji minimum 80% komorki odklejano enzymatycznie.
Uzyskane komorki wykorzystywano do ich charakterystyki, namnazania do
dalszych badan lub do zamrozZenia i utworzenia biobanku komorek izolowanych z

rabka rogowki.
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Ryc. 4. Schemat blokowy procesu izolacji i hodowli komorek z rabka rogowki

MATERIALY: POZYWKI, SKLADNIKI : WYISCIA Z PROCESU, OTRZYMANY
YWEK, SUPLEAED OPERACIE, CZYNNNOSCI PRODUKT
.
-
o
optaszezanie (przygotowanie pojemmikow
przed przvje dem materiahy)
\
'd ™
muaterial wyjsciowy 110/D
tlanla dekontaminagja - phuikanie materisu
. l J
' A
110
wazenie - ocena wydajnosol procesu
A l J
s Y
120/1
izolacja-preparacjamateriatu
\, | J
v
' ™
130
wazrost komérek winkubatorze
. J
l * 3 DZIEN
130/K10/K20
Kontrola makroskopowai
mikroskopowa
( 130 /DP )
Dodanie pozywid
. J
v hodowla pierwotna
( A * 6 DZIEN
1.40
werost komorek winkubatorze

I

140/ K HSN
Kontrola procesuhodowii zatozenie hodowli z supernatantu

!

150/T '
Pasaz - odklejenie komorekz

wykorzystaniem roztworu trypsy EDTA linia pierwotna

Mrozemne

zwiesina komorek

77



Tab. 6. Schemat procesu izolacji komorek z ragbka rogowki — opis czynnosci

ETAP
NR

OPIS CZYNNOSCI

01/0

Oplaszczanie (przygotowanie naczyn hodowlanych przed przyjeciem
materialu)

Wykonywano optaszczanie naczyn hodowlanych badanymi substancjami.
Do optaszczenia uzywano badany rodzaj substancji optaszczajacej, oraz
ustalano odpowiednig ilo$¢ i rodzaj naczyn hodowlanych.

1.10/D

Dekontaminacja - plukanie materialu
Po otrzymaniu materiatu — tkanki, wykonywano proces dekontaminacji
poprzez kapiel w PBS suplementowanym gentamycyna.

1.20/1

Izolacja — preparacja materialu
Wykonywano proces izolacji komorek rabka rogéwki 1 zaktadano hodowle
pierwotng. Etap ten zostat opisany osobno ponize;.

1.30

Wzrost komorek w inkubatorze.
Hodowle komorkowg prowadzono w wilgotnej atmosferze 5% CO2 i w
temperaturze 37°C.

1.30/
K.10/
K.20

Kontrola makroskopowa i mikroskopowa

W trzecim dniu od zatozenia hodowli dodawano kompletng pozywke
hodowlang do naczyn i po raz pierwszy oceniano w mikroskopie
prowadzone hodowle.

W mikroskopie oceniano min. pig¢ pdl powierzchni hodowlanej pod
wzgledem procentowego szacunku powierzchni, ktorg zajmuja komorki,
oraz ich morfologii.

1.30/DP

Po ocenie dodawano pozywke do wszystkich naczyn hodowlanych.

1.40

Wzrost komorek w inkubatorze
Hodowlg komorkowa prowadzono w wilgotnej atmosferze 5% CO2, w
temperaturze 37°C.

140/K

Kontrola procesu hodowli
W szostym dniu od zatozenia hodowli wykonywano kontrolg¢ hodowli wg
procesu kontroli i nastgpnie wymieniano pozywke.

150/T

Pasaz - odklejenie komorek z wykorzystaniem roztworu trypsyny EDTA
Proces pasazu byt wykonywany po uzyskaniu konfluencji powyzej 80%.
Uzyskane komorki byty wykorzystywane do zalozenia dalszych hodowli
(linia pierwotna), cze$¢ komoérek byta mrozona lub uzyskana zawiesina
komorek byta standaryzowana i wykorzystywana do badan w celu jej
charakterystyki lub do wytworzenia prototypu produktu inzynierii
tkankowe;j.
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Ryc. 5. Schemat blokowy procesu: Izolacja (1.20/1)
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Tab. 7. Opis czynno$ci wykonywanych w procesie izolacji

ETA

P OPIS CZYNNOSCI

NR

1.21 | Materiat przenoszono pgseta anatomiczng na szalke Petriego. Dwiema mikropesetami

usuwano z powierzchni materialu fragmenty tkankowe niebedace rgbkiem rogowki.
Oczyszczong tkanke wraz z szalkg Petriego przenoszono na blat chtodzacy o
temperaturze nie wyzszej niz 8°C, a nastgpnie tkanke umieszczano w probdéwcee 5 ml i
rozdrabniano nozyczkami na homogenne fragmenty nie wigksze niz 2x2x2 mm.

1.22

Do probdéwki 5 ml dodawano 1,5 ml enzymu do trawienia.
Zamknietg probowke umieszczano w inkubatorze i1 trawiono tkanke przez 60 min.

1.23

Probowke wyciagano z inkubatora i trzymajac ja w reku dodawano pozywke do
izolacji w stosunku objetosciowym 1:1. Tkanke nastgpnie rozbijano pipeta
serologiczng, po czym probdéwke przenoszono do wirdwki.

1.24

Probowke wirowano w wiréwce.

Po wirowaniu kontrolowano wzrokowo pelet komorek. Prawidtowo uformowany
pelet powinien znajdowac si¢ na dnie probowki. Supernatant usuwano pipeta
serologiczng 1 umieszczano w pojemniku na odpady. Pelet w probowce zawieszano w
odpowiedniej testowanej pozywce.

1.25

Na nowej probowce 50 ml umieszczano sito nylonowe o przeziernosci 100pum.
Zawiesing strawionej tkanki przenoszono now3a pipeta serologiczng, porcjami po 1
ml, na sito 100pum.

Kolejne porcje dodawano na sito po przesaczeniu kazdej poprzedniej porcji.
Pozostate na sicie fragmenty tkankowe przecierano jalowym tloczkiem strzykawki o
objetosci 2 ml, wykonujac kilkakrotnie okrezne ruchy.

Po przetarciu tkanki optukiwano sito 10 ml pozywki do izolacji.

Po wykonaniu operacji w proboéwce znajdowato si¢ ok. 20 ml zawiesiny komorek i
strawionej tkanki.

1.26

Otrzymang po przetarciu na sicie zawiesing wirowano w wirowce.

Po wirowaniu kontrolowano wzrokowo pelet komorek.

Supernatant usuwano pipeta serologiczng i umieszczano w pojemniku na odpady.
Pelet w probowce zawieszano w odpowiedniej testowanej pozywece.

1.27

Naczynia hodowlane byly znakowane.

1.28

Uzyskang zawiesing komorek przenoszono pipetg serologiczng do optaszczonego
naczynia hodowlanego i umieszczano w inkubatorze.

[ ]

* wariant procesu izolacji z wykorzystaniem sita do izolacji (metoda A)
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3.2.5. Optaszczanie substancjami chemicznymi powierzchni
wzrostowej dla poprawy izolacji komorek.

Celem procesu byto uzyskanie szybkiej adhezji tkanek i komoérek do powierzchni wzrostowej
niezaleznie od ilosci 1 jakos$ci materialu, oraz uzyskanie w ciggu 72 godzin proliferujgcych
komorek hodowli pierwotnej dla minimum 90% izolacji.

Zastosowana substancja musiala spelnia¢é wymagania prawne dla surowcow
farmaceutycznych. Wczesniejsze doswiadczenia wskazywaly na stabg adhezje izolowanych
komorek i1 eksplantow do standardowych powierzchni wzrostowych, a proces zazwyczaj byt
dhugotrwaty (okoto 2 tygodni) i cechowat si¢ niska powtarzalnoscia.

Celem pracy badawczej byla zatem modyfikacja powierzchni wzrostowej w celu

uzyskania szybkiej adhezji eksplantow, oraz migracji komoérek na powierzchni¢ wzrostowa.

W procesie stosowano odczynniki:
1. Poly-L-lysine hydrobromide Sigma-Aldrich
2. Poly-D-lysine hydrobromide Sigma-Aldrich
3. NutriCoat™ Attachment Solution
4. MSC Attachment Solution
5. PLTGold® Human Platelet Lysate (suplementacja pozywki)

Stosowane materiaty laboratoryjne:
1. Tissue culture plates, 24 well plate, flat bottom, TPP
2. Centrifuge Tubes, TPP

Badania wykonano na materiale uzyskanym od pacjentéw 1 — 6, poprzez hodowle komoérek
na plytkach testowych TPP oraz z wykorzystaniem butelek hodowlanych o powierzchni 25
cm?. Po przeprowadzeniu procesu izolacji otrzymana zawiesing dzielono na 6 prob dla oceny
powierzchni optaszczonych zgodnie ww. lista. Plytki testowe byly codziennie poddawane

ocenie mikroskopowej. Wyniki obserwacji hodowli odnotowano w arkuszu kalkulacyjnym.
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3.2.6. Ocena czasu podwojenia komorek izolowanych z ragbka
rogowki.

Do oceny czasu podwojenia wykorzystywano komoérki uzyskane w pierwszym pasazu.
Komorki wysiewano na plytki 24-studzienkowe i prowadzono obserwacje tempa wzrostu W
okresie od 24 do 48 godzin od =zalozenia hodowli z wykorzystaniem mikroskopu
automatycznego Juli Br. Na podstawie wynikow zostaly okreslone krzywe wzrostu komorek i

czas podwojenia hodowli.

3.2.6. Przyzyciowa ocena zywotnosci komorek izolowanych
z rabka rogowki.

Do oceny kondycji hodowli oraz oceny zywotnosci komorek wykonywano barwienie
przyzyciowe z wykorzystaniem dwoch rodzajow odczynnikdw:

- Cell Viability Imaging Kit (Blue/Green), oraz

- LIVE/DEAD™ Cell Imaging Kit (488/570).

1. Cell Viability Imaging Kit (Blue/Green). Barwienie wykonywano poprzez dodanie barwnika
do pozywki hodowlanej, nastgpnie wykonywano inkubacje przez 15 minut, po czym
dokonywano odczytu w mikroskopie fluorescencyjnym (fluorescencja niebieska - komorki

zywe, fluorescencja zielona komorki martwe).

2. LIVE/DEAD™ Cell Imaging Kit (488/570). Komorki barwiono poprzez dodanie do hodowli
barwnika w stosunku 1:1 z pozywka hodowlang. Po 15 minutowej inkubacji dokonywano
odczytu w mikroskopie fluorescencyjnym (fluorescencja zielona - komorki zywe, fluorescencja

czerwona - komorki martwe).

3.2.7. R6znicowanie komoérek izolowanych z rabka rogowki.

W celu potwierdzenia wlasciwosci izolowanych komoérek wykonano ich roéznicowanie w
osteoblasty, chondroblasty i adipocyty. Roznicowanie komorek w osteoblasty rozpoczynano od
wysiania 6x10* komérek do studzienki o pojemnosci ptytki 24 studzienkowej standardowe;
pozywce hodowlanej. Nastepnie hodowlg hodowano w temperaturze 37°C, 5% CO2. Po 24 h
zmieniano pozywke hodowlang na odpowiednig pozywke MSCgo:

1. MSCgo™ QOsteogenic Differentiation Medium
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2. MSCgo™ Chondrogenic Differentiation Medium

3. MSCgo™ Adipogenic Differentiation Medium
inkubowano przez 21 dni. Podloze zmieniano co 2-3 dni. Po tym czasie wykonywano barwienie
w celu oceny czy komorki zrdéznicowaly si¢. W tym celu usuwano pozywke i ptukano
studzienki roztworem DPBS, a nastgpnie utrwalano 70% zimnym etanolem. Po czasie 60 minut
usuwano etanol i plukano preparat woda demineralizowang. Nast¢pnie usuwamy wodg¢ i

dodawano barwiki.

3.2.8. Ocena ekspresji wybranych antygenow
powierzchniowych.

Celem badania byla ocena jakosciowa populacji komoérek uzyskanych w procesie izolacji
poprzez ocen¢ ekspresji wybranych antygendéw powierzchniowych. Komoérki w fazie
logarytmicznego wzrostu wysiano na 8 dotkowych szkietkach mikroskopowych Millicell EZ
Slide (Millipore). Po uptywie 24 h komorki utrwalono za pomocg 4% PFA (20 min, RT - room
temperature). Kolejno utrwalone komorki przeptukano trzykrotnie buforem PBS.

W celu permeabilizacji bton komérkowych zastosowano 0.2% r-r Triton X-100 (Sigma-
Aldrich). Po trzykrotnym przeptukaniu komorki inkubowano 30 minut w 3% BSA w PBS
(Thermo Scientific™) w celu blokowania niespecyficznych wigzan. Po etapie blokowania
dodano przeciwciala pierwszorzgdowe.

Inkubacj¢ z przeciwciatami pierwszorzedowymi (1:200) prowadzono przez noc w 4°C.
Kolejnego dnia trzykrotnie przeptukano buforem PBS, a nastepnie komorki inkubowano z
przeciwcialami drugorzedowymi (1:1000) przez 1h w temperaturze pokojowej, chronigc przed
dostepem $swiatta. Uzyto kozich przeciwciat antymysich oraz antykroliczych 1gG znakowanych
fluoroforem DyLight® 488 (Abcam).

Po zakonczonej inkubacji komorki ptukano trzykrotnie buforem PBS, a nastgpnie na
szkielka dodawano medium wigzace z DAPI (Abcam) 1 przykrywano szkietkiem
nakrywkowym. Do czasu analizy komorki chroniono przed $wiattem. Uzyskane reakcje

oceniano pod mikroskopem fluorescencyjnym Evos FL.
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3.2.9. Ocena ekspresji antygenow powierzchniowych MSC w
cytometrii przeptywowej

Do barwienia wykorzystano dedykowany zestaw DURACIlone SC Mesenchymal Tube, 25
Tests, RUO. Do barwienia wykorzystywano komorki odklejone z butelek hodowlanych. Do
testu komorki liczono i zawieszano w ilosci 1x10° komérek na ml. Do testu popierano po 100
ul zawiesiny 1 umieczano w probdwce testowej. Komorki inkubowano w ciemnosci przez czas
15 minut. Nast¢pnie wykonywano odczyt w cytometrze przeptywowym analizujgc obecnosc
antygenow powierzchownych CD45, CD 34, CD105, CD73 i CD90. W badania wykonano z

zastosowaniem CytoFLEX Flow Cytometer (Beckman-Coulter).

3.2.10. Wytworzenie prototypu produktu inzynierii
tkankowej

Przygotowanie komorek

Komorki w fazie logarytmicznego wzrostu odklejano od podtoza hodowlanego wykorzystujac
roztwor trypsyny. Nastepnie komorki wirowano z predkoscig 300xg, przez 5 min. w
temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu komoérek zlewano supernatant, a komorki
zawieszano w pozywce hodowlanej. W dalszym etapie komoérki liczono w automatycznym

liczniku komérek co pozwalato na przygotowanie zawiesiny komorek w liczbie 1x10%/1ml.

Przygotowanie kolagenu

Przed rozpoczeciem procesu schtadzano w temperaturze -20 °C wszystkie potrzebne materiaty
(pipety serologiczne, koncowki pipet, plytki), a takze przygotowywano na lodzie wszystkie
potrzebne odczynniki tj. kolagen; 10x MEM; wodg injekcyjna; 1N NaOH oraz 1N HCI. Przed
rozpoczeciem procesu obliczano oczekiwang objetos¢ koncowa mieszaniny komorek w
kolagenie, przy zatozeniu oczekiwanej ilosci ptatkow kolagenowych (okoto 100-200 pul).
Uwzgledniono rowniez nadmiar, gdyz na kazdym etapie mieszania dochodzi do strat (kolagen
jest lepki i1 pozostaje na $ciankach koncowek pipet). W zaleznosci od tego jaka objetosé
koncowa mieszaniny wykorzystano, do przygotowania wykorzystywano wzory, aby obliczy¢
potrzebng objetos¢ poszczegdlnych odczynnikow:

koricowa ob jeto$¢ mieszaniny [ml] x koficowe stezenie kolagenu [inn—"l]]

- objetos¢ kolagenu =
)¢ g stezenie wy j$ciowe kolagenu [%]

koncowa objetos¢ mieszaniny [ml]

- objetos¢ 10x EMEM= n
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- objetos¢ wody demineralizowanej = (koncowa objetos¢ mieszaniny [ml] — objetos¢ kolagenu

— objetos¢ 10 x EMEM — objetos¢ 1IN NaOH)

- objeto$¢ komorek - komorki stanowig 10% koncowej objetosci roztworu, czyli objetosé

koncowa ob jetos¢ mieszaniny [ml]
10

komorek =

- objetos¢ IN NaOH, objetos¢ wymagana do zneutralizowania kolagenu okreslano wzorem

objetos¢ 1N NaOH = objetos¢ kolagenu wyjsciowego x 0,016.

Uzyskana warto$¢ bylg orientacyjna, dla produktu Collagen Solution (wyj$ciowe stezenie 6
mg/ml). Po wymieszaniu kolagenu wyjsciowego z pozostatymi odczynnikami wykonywano

kontrole pH i dodawano 1N NaOH badz tez 1 N HCI do uzyskania pH 7.0 — 7.5.

Przygotowanie platka skafoldu.

Utrzymujac probowke na lodzie mieszano 10 x MEM (pipeta automatyczna) wode
demineralizowang (pipeta automatyczna) oraz IN NaOH (pipeta automatyczna), a nastgpnie
dodawano bardzo ostroznie kolagen delikatnie mieszajagc aby nie powstaly pecherzyki
powietrza. Po dodaniu kolagenu sprawdzano przy pomocy paskéw wskaznikowych pH, ktére
powinno wynosi¢ 7.0 - 7.5. Oceniano takze kolor mieszaniny, ktory powinien by¢
brzoskwiniowy (rézowo-pomaranczowy). W przypadku, gdy pH nie bylo prawidtowe
dodawano 1ul 1IN NaOH badZ 1 ul 1 N HCI i po wymieszaniu ponownie oceniano pH. W
przypadku nieuzyskania odpowiedniego pH, ostatnig czynno$¢ powtarzano az do
oczekiwanego efektu (pH w zakresie 7.0 — 7.5). Ze wzgledu na rozpoczecie procesu
polimeryzacji kolagenu mieszanie musiato by¢ mozliwie najkrotsze.

Po doprowadzeniu do odpowiedniego pH mieszaniny dodawano odpowiednig objgtos¢
wczesniej przygotowanej zawiesiny komorkowej (o ustalonej ilosci komorek, tj 1x108 komérek
/1ml), delikatnie mieszano i ponownie sprawdzano pH, ktore juz nie powinno si¢ zmienic.

Tak przygotowang zawiesing komorek w roztworze kolagenu naktadano na $rodek
ptytki szesciostudzienkowej lub $rodek szalki hodowlanej o $rednicy 35 mm. Mieszaning
wylewano powoli i1 ostroznie, aby powstaly okragle ptatki kolagenowe. Po natozeniu
mieszaniny komorek w roztworze kolagenu na ptytke lub szalk¢ pozostawiano material w

temperaturze pokojowej na 15 min.
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Nastepnie bardzo delikatnie przygotowane plytki lub szalki przenoszono do inkubatora
utrzymujacego statg temperature (37 °C). Plytki badz szalki inkubowano w opisanych
warunkach przez 2 godziny.

Po tym czasie ptatki ulegaly catkowitej polimeryzacji. Po osiggnigeciu peinej
polimeryzacji ptatkow dodawano pozywke hodowlang w ilosci 2 ml na studzienkg lub szalke.

Schemat procesu przedstawia ryc. 6 oraz tabela 8.
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Ryc. 6. Schemat blokowy wytworzenia skafoldu z komdrkami rabka rogowki.
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Tab. 8.

Opis czynnos$ci wykonywanych w procesie wytworzenia prototypu skafoldu.

ETA

P OPIS CZYNNOSCI

NR

S.10 | Przygotowanie roztworu kolagenu
W celu wytworzenia prototypu produktu inzynierii tkankowej przygotowywano
roztwor kolagenu. W tym celu mieszano kolagen w stgzeniu 6 mg/ml, aqua pro
injectione, 10xMEM (pozywka do hodowli), oraz 1 N NaOH.

S.20 | Doprowadzenie pH do wartosci 7.0 — 7.5
Na tym etapie wykonywano pomiar pH roztworu i dodawano 1 N NaOH i 1 N HCI
do uzyskanej zadanej wartosci pH.

S.30 | Zawieszenie komorek w roztworze kolagenu
Po uzyskaniu neutralnego pH, komoérki zawieszano w roztworze kolagenu (10%
catkowitej objetosci roztworu)

S.40 | Przeniesienie zawiesiny komorek w roztworze kolagenu do naczynia
hodowlanego
Z uzyskanej zawiesiny komorek formowane byly ptatki kolagenowe o $rednicy do 10
mm.

S.50 | Polimeryzacja 15 minut +20°C
Ptatki kolagenowe polimeryzowano w temperaturze laboratorium przez 15 minut, w
komorze laminarnej.

S.60 | Polimeryzacja 120 minut +37°C
Dalsza polimeryzacja ptatkow w temperaturze +37°C przez 2 godz. , w inkubatorze.

S.70 | Hodowla komdérek w matrycy kolagenowej.
Uzyskane platki kolagenowe zatapiano w pozywce hodowlanej. Zawieszone w
kolagenie komorki rozpoczynaty wzrost tworzac strukture przestrzenna.

S.80 | Kontrola procesu hodowli/wymiana pozywki
Po czasie 72 godzin wykonywana byta ocena mikroskopowa hodowli oraz zmieniano
pozywke.

S90 | Hodowla komorek w matrycy kolagenowej do 7 dni.
W tym czasie nastgpowat wzrost komorek w matrycy kolagenowe;j.

S10 | Kontrola procesu hodowli

0 | Po 7 dniach wykonywana byta ocena mikroskopowa hodowli. Widoczne byty

komorki o prawidlowej morfologii przerastajace strukture ptatka kolagenowego.

S11 | Plukanie.

0 | Plukano ptatek kolagenowy w celu usunig¢cia pozywki hodowlane;j.

Skafold.
Optukany skafold kolagenowy byt odklejany z wykorzystaniem skrobaka lub
szpatutki 1 zawieszany w pozywce transportowej (pozywka hodowlana klasy CTS
suplementowana antybiotykami bez czerwieni fenolowej).
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4. Wyniki badan.

4.1. Czes¢ Kliniczna.

W trakcie badan pozyskano rgbek od 20 pacjentow; w tym 8 kotow (5 samic i 3 samce) oraz 12
psoOw (6 samic 1 6 samcow). W grupie kotow wiek dawcoéw wahat si¢ od 3 do 20 lat. Najmlodszy
pies mial 10 miesigcy, a najstarszy 16 lat. Czes¢ dawcow (8 psow i 1 kot) byta w trakcie leczenia
okulistycznego, ktore na skutek ciezkosci procesu zakonczyto sie enukleacjag. W dwoch
przypadkach (1 kot i 1 pies) pobrano rabek od pacjenta bezposrednio po mechanicznym urazie
galki ocznej. U 5 dawcow (3 psy i 2 koty) stwierdzono jaskre. W 3 przypadkach (2 psy i1 1 kot)
rabek pobrano od pacjentéw z rozpoznaniem nowotworzenia w obrebie gatki ocznej. W jednym
przypadku (1 kot) oko, z ktérego pobrano ragbek nosito cechy atrofii pozapalnej (rozlegte
zmiany w rogéwce 1 zmniejszenie gatki ocznej). U jednego z kotow w chwili pobrania ragbka
stwierdzano objawy ZakaZnego zapalenia otrzewnej (FIP). U 4 psow stwierdzano réznego
stopnia problemy kardiologiczne. U 4 dawcéw (4 psy) w historii leczenia wystepowata choroba
nowotworowa bez zwigzku z objawami okulistycznymi (u 2 pséw aktywna faza choroby
nowotworowej o charakterze pozaokulistycznym).

Badania morfologii krwi wykazaly leukopeni¢ (w zakresie 5,5 do 3,1 G/l) u czterech
pacjentow/dawcow. Podwyzszone wartosci WBC wykazaty badania dwoch pacjentow: 18,9
G/l ukota oraz 19,0 G/ u psa. RBC nieznacznie ponizej normy odnotowano w wynikach dwoch
kotow (6,02 T/1; 6,04 T/1) 1 jednego psa (4,39 T/1), a powyzej normy u dwoch psow (8,1 T/1;
10,4 T/1) oraz jednego kota (10,2 T/l). Najczesciej stwierdzanym odchyleniem w obrazie
erytrocytow byla anizocytoza (pigciu pacjentdw). Obnizone wartosci Hgb w zakresie od 5,3 do
5,8 mmol/l wykazaty badania trzech pacjentoéw, a podwyzszone u jednego (11,2 mmol/l). Niski
poziom hematokrytu odnotowano w wynikach trzech pacjentow (najnizsza wartos¢ 0,25 1/1), a
wysoki - jednego (0,56 I/I). Odchylenie od normy w zakresie parametru MCH wykryto u
jednego psa (71 fl), podobnie jak w przypadku MCHC (19,6 mmol/l). Nieznacznie
podwyzszenie RDW w zakresie 20-21 % wykazaly badania trzech pséw.

Obnizony poziom plytek krwi stwierdzono w wynikach trzech pacjentow (wartosci od 127-157
G/1). W rozmazie krwi nie stwierdzono leukocytéw kwasochlonnych u siedmiu pacjentow.
Podwyzszony odsetek leukocytéw pateczkowatych wykazato badanie dwoch psow, a
segmentowatych- siedmiu pséw i czterech kotow. Limfopeni¢ stwierdzono u jednego kota i
dwoch psow. Podwyzszony odsetek limfocytéw odnotowano w badaniach jednego kota (59%)

i jednego psa (39%).
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Badania biochemiczne surowicy krwi wykazaty podwyzszong wartos¢ AST u dwodch
kotow (48 U/L; 52 U/L) 1 jednego psa (61 U/L), a ALT- sze$ciu psow (warto$ci nie przekraczaly
99 U/L). Najwyzszy poziom fosfatazy alkalicznej stwierdzono u sznaucera miniaturowego
(3935 U/L), prezentujacego objawy szybko postepujacej choroby neurologicznej, niezdolnego
do jedzenia oraz oddawania katu i moczu. U trzech innych pacjentow wartos¢ ta wynosita od
162- 167 U/. Znaczny spadek poziomu glukozy wykazato badanie krwi ww. sznaucera
miniaturowego (35 mg/dl). Podwyzszony poziom mocznika (0od 52- 182 mg/dl) wykazato
badanie krwi pieciu pacjentow. W trzech przypadkach odnotowano podwyzszong wartos¢
biatka catkowitego (maksymalnie do 90 g/1), a w jednym obnizong do 51 g/I. W badaniach krwi
dwoch psow stwierdzono podwyzszenie wartosci bilirubiny catkowitej (3,2 g/l oraz 2,9 g/l).
Jednym z pacjentdéw-dawcow byt roczny kot, u ktoérego stwierdzono posta¢ wysigkowa
zakaznego zapalenia otrzewnej (FIP). Wynik badania morfologicznego charakteryzowata:
nieznaczna limfopenia (18%) i trombocytopenia (127 G/1) oraz nizsze warto$ci parametrow
czerwonokrwinkowych: hematokryt (0,25 /1), hemoglobina (0,25 I/1). Ponadto obserwowano
podwyzszenie st¢zenia bilirubiny catkowitej (3,2 mg/dl), AST (48 U/L). 12 dni po otrzymaniu
ww. wynikOw stan pacjenta ulegl drastycznemu pogorszeniu. Ze wzgledow etycznych

przeprowadzono eutanazje.

W tabeli numer 9 przedstawiono wyniki badan morfologii krwi u pacjentow, od ktorych
pochodzity probki rabka oraz czas od dnia pobrania probki do wykonania badan.
W tabeli numer 10 przedstawiono wyniki badan biochemii krwi pacjentow-dawcoéw probek

ragbka rogowki oraz czas od dnia pobrania probki do wykonania badan.
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Tab. 9. Czg¢éciowe wyniki badan morfologii krwi u pacjentéw, od ktorych pobrano rabek rogowki, oraz czas od dnia pobrania do wykonania badan. Kolorem
z0ttym zaznaczono wyniki ponizej norm, natomiast kolorem czerwonym wyniki przekraczajace gorng granice normy (ré6zne normy dla psa i kota).

Leukoc leukoc  Leukoc

hemog
leukoc  erytroc hemat MCHC yty yty yty
lobina McV MCH ptytki limfoc Monoc obraz
yty yty okryt mmol/ RDW % MPV fl kwaso patecz Segme
MMOL fl fmol G/L yty% yty % erytrocytow
G/L T/L / I/1 | chtonn kowat ntowa
L
e% e% ne %
Kot, 3 lata,
mix, 14 5.5 - 9.2 0.45 44 0.88 20.2 19 383 15 5 0 54 41 0 bez zmian
Wroctaw
Kot, 5 lat, Anizocytoza-
rasa nieznaczna,
21 14.1 6.04 5.8 0.28 47 0.97 20.3 21 480 18 2 1 . 12 0
burmska, oligochromia-
Wroctaw nieznaczna
Pies, 5 lat,
shih-tzu, 28 7 8.1 11.2 0.56 69 1.41 20.5 17 258 8 3 2 70 23 2 bez zmian
Wroctaw
Pies, 10 lat, Nieznaczna:
sznaucer Anizocytoza
26 11.5 6.44 9.1 0.45 67 1.42 21.1 16 545 8 2 I . 7 3
miniaturow Polichromazja
y, Krakéw Poikilocytoza
Kot, 9 lat,
mix, 13 10 8.21 8.2 0.39 48 1 20.8 20 175 16 0 1 40 . 0 bez zmian
Krakow
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Pies, 11 lat,
cocker

spaniel 30 14.4 6.49 8.2 0.41 64 1.26 19.8 17 501 9 0 0 . 12 2 bez zmian

Anizocytoza-

angielski,

Krakow

Kot, 1 rok,
nieznaczna,
mix, 12 5.7 6.02 53 0.25 42 0.88 20.8 22 127 15 0 0 . 18 0
oligochromia-
Krakow

nieznaczna

nieznaczna:

Pies, 13 lat,
Anizocytoza,
sznaucer
21 3.1 4.39 5.8 0.3 68 1.33 19.6 21 401 9 0 8 53 39 0 polichromazja,
miniaturow
poikilocytoza,
y, Krakéw

oligochromia
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Kot, 8 lat,
mix, 19 8.9 10.4 9.1 0.43 41 0.88 213 20 270 15 7 0 58 35 0 bez zmian
Wroctaw
e
mix, 1 7.5 7.71 105 0.51 66 136 20.6 17 285 8 4 0 70 26 0 bez zmian
Krakow
!........ ..n.
miesiecy, 31 10.2 6.81 9.2 0.45 66 135 20.4 20 157 8 2 3 81 14 0 nleznaczna:
mix, Anizocytoza

Krakow

Pies, 16 lat,

yorshire
20 5.8 7.15 10.4 0.49 68 1.46 21.5 17 204 8 4 2 . 15 1 bez zmian
terier,

Krakow
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Tab. 10. Wyniki badan biochemicznych surowicy krwi pacjentéw, od ktorych pobrano rabek rogowki, oraz czas od dnia pobrania do wykonania badan.
Kolorem z6tym zaznaczono wyniki ponizej norm, natomiast kolorem czerwonym wyniki przekraczajace gorng granicg normy (rézne normy dla psa i kota).

BIALKO Bilirubina
GLUKOZA KREATYNINA MOCZNIK ALBUMINY
AST U/L ALT U/L ALP U/L CALKOWITE catkowita

mg/dl mg/dl mg/dl /|
g g/ g/ o/ me/d g
Kot, 3 lata, mix,
l 3 74 74 95 1.3 45 73 - 35.5
Wroctaw
Kot, 5 lat, brumska,
l 21 4 45 25 127 1 65 . 0.2 36
Wroctaw
Pies, 5 lat, shih-tzu,
l 28 32 39 24 112.2 1.5 182 51 0.2 24
Wroctaw
Pies, 10 lat, sznaucer
miniaturowy, 26 34 50 3935 119 1.2 88 72 0 35
Krakéw
Kot , 9 lat, mix,
l 13 19 57 14 96 13 34 76 0.2 36
Krakéw
Pies, 6 lat, buldog
l 22 24 36 31 104 1 37 75 0.2 36
francuski, Krakow
Pies, 11 lat, cocker
spaniel angielski, 30 32 . - 85 0.9 . . 0 40
Krakéow
Pies, 7 lat, wyzet
l " 7 45 92 19 96 1 30 56 0.2 32
wegierski, Krakow
Kot, 1 rok, mix,
I 12 48 34 7 100 1.2 42 89 3.2 27
Krakéow
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Kot, 20 lat, syjamski,

Krakéw

Pies, 13 lat, sznaucer
miniaturowy,

Krakow

Kot, 15 lat, mix,
Krakéw
Kot, 8 lat, mix,
Wroctaw
Pies,9 lat, Krakow
Pies, 5lat, mix,
Krakéw
Pies, 12 lat, shih tzu,
Krakow
Pies, 10 miesiecy,
mix, Krakow
Pies, 5 lat, shih tzu,
Krakow
Pies, 16 lat, yorshire
terier, Krakow
Kot, 4 lata, brytyjski
krétkowtosy,

Krakéw

30

21

10

19

19

49

31

17

20

16

31

52

17

28

35

30

31

61

22

12

34

22

137.2

63

64

32

99

27

66

61

51

36

162

32

33

22

167

93

78

23

29

133

35

102

71

79

96

98

106

244

99

110

1.8

0.6

97.9

1.6

0.9

0.6

11

0.7

0.8

1.5

91

32

110

38

48

26

33

33

26

43

44

72

59

66.6

76

62

68

65

63

69

67

78

2.89

0.2

0.2

0.2

0.2

34

25

333

36

33

36

35

36

38

39

36
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4.2. CzesSc¢ laboratoryjna

4.2.1. Ocena histologiczna ragbka rogowki

Nabtonek przedni rogéowki jest nabtonkiem wielowarstwowym plaskim nierogowaciejacym.
[lo§¢ warstw komorek tworzacych nablonek wynosita od 5 do 7 (Ryc. 7). Warstwe
powierzchowng tworzyty komorki splaszczone o wydtuzonych jadrach. Warstwe posrednig
stanowily komorki takze sptaszczone, ale posiadajace owalne jadra. Komorki te mozna okresli¢
jako skrzydtowa (wilng-like cells). Warstwe podstawna tworzyty komorki o ksztalcie owalnym
z duzymi, $rodkowo usytuowanymi jadrami. Nie zaobserwowano wystgpowania przedniej
btony granicznej (torebki Bowmana). Istota wlasciwa rogdéwki byla jej najgrubsza warstwa.
Zbudowana byt z duzej ilosci z tkanki tacznej wioknistej sktadajacych si¢ z widkien
kolagenowych. Pomiedzy widknami kolagenowymi zaobserwowani nieliczne korneocyty.
Byty one splaszczone i usytuowane pomiedzy wtoknami kolagenowymi. Za istoto wtasciwa
rogoéwki zidentyfikowano blaszke¢ graniczg tylng (btone Descemeta). Byta ona bardzo wyraznie
zaznaczona a reakcje PAS okreslono na +++ (ryc. 8, Ryc.9). Obragbek rogowki to obszar
pomiedzy rogowka a spojowka (Ryc. 8) Nablonek byl tu cienszy i tworzyly go 4 warstwy
komorek. Komorki warstwu powierzchownej 1 posrednia byty sptaszczone o wydluzonych
jadrach. Komorki warstwy podstawnej byly owalny i mialy bardzo duze jadra usytuowane
blizej ich brzegéw dogrzbietowych. W obszarze obrabka zaobserwowano wystgpowanie

faldow spojowkowych, czyli palisad Vogta (Ryc 10).
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Ryc. 7. Nabtonek przedni rogéwki psa. Barwienie H-E.

A- warstwa powierzchowna nabtonka przedniego rogowki
B- warstwa posrodkowa nabtonka przedniego rogowki

C- warstwa podstawna nablonka przedniego rogowki

D- tkanka tgczna

E- keratocyt
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Ryc. 8. Strefa polaczenia rogdwki ze spojowka. Barwienie H-E.

A- spojowka
B- rogowka
C- palisady Vogta

Ryc. 9. Istota wlasciwa rogowki. Barwienie H-E.

A- blaszka graniczna tylna rogéwki (btona Descemeta)
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Ryc. 10. Istota wlasciwa rogoéwki. Barwienie PAS.

—
f .

b

A- blaszka graniczna tylna rogéwki (btona Descemeta)

4.2.2 Izolacja komorek

Przeprowadzone badania pozwolity na:

Ocene wplywu czasu od pobrania tkanki rabka na skuteczno$¢ izolacji komoérek
pochodzacych z pobranej tkanki.

Uzyskane wyniki przedstawia tabela 11.
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Tab. 11. Ocena wptywu czasu od pobrania na skutecznosc¢ izolacji komorek.

VAR Redukcja
Czas od pobrania uzyskanej formazanu przez
() zawiesiny komorek fragnet rabka

Tworzenie kolonii
po 7 dniach od

o . izolacji
po procesie izolacji rogéwki po 2h ]

90.2 +2.3

88.4+3.4 + +

82.7x4.4 + +

Przeprowadzone badania wykazaty, ze czas od momentu pobrania ragbka od pacjenta pozwala

na przeprowadzenie skutecznej izolacji komorek z ragbka rogdwki do 72 godzin.

Opracowanie sposobu izolacji - izolacja enzymatyczna i mechaniczna.
a. Oceniono rézne sposoby izolacji:

i izolacja mechaniczna bez trawienia

ii. izolacja mechaniczna

iii. trawienie enzymatyczne kolagenaza w stgzeniach 1 mg/ml, 2 mg/ml i 4 mg/ml,
trawienie kolagenaza 1 dyspaza Img/ml, 2 mg/ml i 4mg/ml. Testowany czas trawienia 1

godzina.

Wyniki badan wykazaty najwicksza efektywnos¢ izolacji mechanicznej (pocigcie). z
pOzniejszym trawieniem enzymatycznym. Do trawienia nalezy wykorzystywac kolagenaze lub
mieszaning kolagenazy i dyspazy w stezeniu 1 mg/ml. Optymalny czas trawienia to 1 godzina.

Wyniki badan przestawia tab. 12.

100



Tab. 12. Ocena wptywu sposobu trawienia na skuteczno$¢ izolacji komorek na podstawie obserwacji
tworzenia kolonii komoérek po 7 dniach od izolacji.

Enzym kolagenaza kolagenaza/ dyspaza

+++ +++

+++ - komorki proliferuja z eksplantow, intensywna proliferacja
+ - pojedyncze komorki przyklejone do powierzchni wzrostowej
- - brak komoérek

Rozdrobnienie tkanek z wykorzystaniem sita do izolacji komérek. Przeprowadzone
badania z uzyciem sita wykazaty brak skutecznosci jego zastosowania z uwagi na duze Straty

tkanki, ktora pozostawat na sicie. Sito do rozdrabniania nie znalazto zastosowania.

Wybdr optymalnej pozywki hodowlanej do wzrostu komoérek izolowanych z miazgi
z¢ba. Komorki zawieszano w réznych standardowych pozywkach hodowlach z dodatkiem
antybiotykow:

a. o-minimum Essential Medium,

b. Dulbecco's Modified Eagle Medium,

o

RPMI-1640 uzupetionych 2 mM L-glutaminy
d. Stem Macs ™ MSC,

e. EXpansion Media XF-1

f. NutriStem.

Niezaleznie od zawarto$ci surowicy, wzrost komorek na standardowych mediach w
porownaniu do mediow przeznaczonych do hodowli komorek macierzystych byt znacznie
wolniejszy lub w ogole nie byto wzrostu komorek. Wzrost komorek na pozywkach z dodatkiem
20% surowicy byl porownywalny. W wyniku przeprowadzonych badan ostatecznie do dalszych
izolacji wybrano pozywke a-minimum Essential Medium NutriStem. Wyniki poréwnania
przedstawia tab. 12.
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Tab. 12. Ocen¢ wptywu pozywki zastosowanej do zawiesiny uzyskanej po trawieniu enzymatycznym.

Pozywka FBS 10% FBS 20%
a-minimum
Essential Medium t+ L
Dulbecco’s
Modified Eagle - +
Medium
RPMI-1640
uzupelnionych 2 - -
mM L-glutaminy
Stem Macs ™ MSC + ++
EXpansion Media + ++
XF-1
NutriStem +++++ +++++
+++++ - komorki proliferuja z eksplantow, intensywna proliferacja

++, +++, ++++ - komorki proliferuja z eksplantow
+ - pojedyncze komorki przyklejone do powierzchni wzrostowej

- - brak komorek
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4.2.3 Optlaszczanie substancjami chemicznymi powierzchni
wzrostowej dla poprawy izolacji komorek.

Badanie przeprowadzono na materiale uzyskanym od pacjentéw 1 — 6. Przeprowadzone
badania potwierdzilty konieczno$¢ wczeSniejszego przygotowania powierzchni poprzez
optaszczenie. Badania pozwolity na uzyskanie nast¢gpujacych wynikow:

1. W przypadku powierzchni nieoplaszczonej obserwowano adhezje wylacznie
pojedynczych komorek, a skutecznos$¢ izolacji wynosita okoto 50% podobnie jak w
przypadku powierzchni  optaszczonych  Poly-L-lysine lub  Poly-D-lysine.
Zastosowanie sposobu izolacji bylo niezadawalajace. Poczatkowa, mata ilo$¢
rosngcych komoérek powodowata, ze w zaktadanym czasie od izolacji (3 tygodnie)
uzyskiwano nie wiecej niz 3*10° komorek.

2. Zastosowanie NutriCoat™ Attachment Solution lub suplementacja pozywki
PLTGold® Human Platelet Lysate rowniez nie przyniosty oczekiwanych rezultatow.
Tu réwniez dopiero w okoto 7 dobie mozna byto potwierdzi¢ skuteczno$é izolacji,
jednak w poréwnaniu do ww. wszystkie izolacje zakonczyly si¢ sukcesem.

3. Ostatnig, badang powierzchnia, ktdra okazata si¢ optymalna jest oczyszczona ludzka
fibronektyna przeznaczona do wytwarzania produktow leczniczych. W przypadku tej
powierzchni uzyskiwana jest adhezja do powierzchni wzrostowej w czasie do 72
godzin.

4. W zwiazku z konieczno$cig standaryzacji procesu wytwarzania, uzyskanie duzej ilosci
komorek, w krotkim czasie odgrywa kluczowa role. Wszystkie pozostate izolacje

wykonane na tak zmodyfikowanej powierzani zakonczyly sie sukcesem.

Ryc. 11 przedstawia wzrost komorek w zaleznosci od sposobu modyfikacji powierzchni.

Na podstawienie przeprowadzonych badan opracowano protokot izolacji oparty na wybranych
pozywkach, sposobie izolacji i modyfikacji powierzchni. Zgodnie z opracowng metoda
przeprowadzono kolejne izolacje komorek od dawcow. Szczegdlowe wyniki przedstawia tab.

13.
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Ryc 11. Przyktadowy wzrost komorek izolowanych z ragbka rogowki psa na réznych powierzchniach —
7 dni od izolacji.

Powierzchnia

nie modyfikowana Poly-D-lysine hydrobromide

Poly-L-lysine hydrobromide NutriCoat™ Attachment Solution

MSC Attachment Solution PLTGold® Human Platelet Lysate
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Tab. 13. Tlo§¢ wyizolowanych komorek w badanich oraz sposob izolacji.

Metoda izolacji (enzyn, sposdb izolacji Pozywka Data

opis pacjenta — mechanicznej, przetarcie) hodowlana np. zakonczenia

skrécony RPMI hodowli

Sposob Site 1640+10%FBS+ DD.MM.RRRR

rozdrobnienia uM

llos¢
pasazy

llos¢
uzyskanych
komérek
(min)

llos¢
zamrozony
amputek

MSC NutriStem XF
Basal Medium
ALFA MEM
Kot, 3 lata, mix, kolagenaza/dyspasa . . DMEM
Wroctaw kolagenaza pesvezd 100 RPMI1640 2020-10-01
Stem MACS
EXpantion Medium

XF1

MSC NutriStem XF
Basal Medium
Kot 5 lat ALFA MEM
brumska, e PR e e nozyczki 100 DMEM 2020-11-13
Wroctaw kolagenaza RPMI1640
Stem MACS
EXpantion Medium
XF1

MSC NutriStem XF
Basal Medium
ALFA MEM
Pies, 7 lat, mix, kolagenaza/dyspasa . . DMEM
nozyczki 100 RPMI1640 2020-11-13
Stem MACS
EXpantion Medium
XF1
MSC NutriStem XF
nozyczki 100 Basal Medium 2020-10-30
ALFA MEM

Wroctaw kolagenaza

Pies, 10 lat, kolagenaza/dyspasa
sznaucer kolagenaza

5 5
1 10
9 9
9 10

105



miniaturowy,
Krakow

Kot , 9 lat, mix,
Krakow

Pies, 6 lat, buldog
francuski, Krakow

Pies, 11 lat, cocker
spaniel angielski,
Krakéw

Pies, 7 lat, wyzet
wegierski, Krakow

Kot, 1 rok, mix,
Krakow

Kot, 20 lat,
syjamski, Krakow

=
(=}

kolagenaza/dyspasa
kolagenaza

kolagenaza/dyspasa
kolagenaza

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

100

100

brak

brak

DMEM
RPMI1640
Stem MACS
EXpantion Medium
XF1
MSC NutriStem XF
Basal Medium
ALFA MEM
DMEM
RPMI1640
Stem MACS
EXpantion Medium
XF1
MSC NutriStem XF
Basal Medium
ALFA MEM
DMEM
RPMI1640
Stem MACS
EXpantion Medium
XF1
MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

2020-11-13

2020-11-09

2020-11-20

2020-12-03

2020-11-21

2020-12-18

10

10
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Pies, 13 lat,
sznaucer
miniaturowy,
Krakow

Kot, 15 lat, mix,
Krakow

Kot, 8 lat, mix,
Wroctaw

Pies,9 lat, yorshire
terier, Krakow

Pies, 5 lat, mix,
Krakow

Pies, 9lat, shih tzu,
Krakow

Pies, 10 miesiecy,
mix, Krakow

Pies, 5 lat, shih
tzu, Krakow

Pies, 16 lat,
yorshire terier,
Krakow
Kot, 4 lata,
brytyjski
krotkowtosy,
Krakow

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

kolagenaza/dyspasa

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

nozyczki

brak

brak

brak

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS
MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS
MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS
MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS
MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

MSC NutriStem XF
Basal Medium z 20
% FBS

2020-12-20

2020-12-08

2021-01-19

2021-01-20

2021-03-15

2021-03-30

2021-04-06

2022-01-15

2021-02-10

2022-02-26

10

10

107



4.2.4 Ocena czasu podwojenia komorek izolowanych

z rabka rogowki

Oceng czasu podwojenia wykonywano dla hodowli po pierwszym pasazu. W tym celu komorki

wysiewano na ptytkach testowych i wykonywano zdjecia poklatkowe w czasie co 5 min. Na

podstawie otrzymanego zapisu i pomiaru konfluencji wyliczano czas podwojenia dla hodowli.

Czas podwojenia wynosit §rednio dla komorek izolowanych z ragbka rogdwki psa 13.15 godziny

(£0.67) oraz rabka rogowki izolowanego kota 15.5 (20.9). Wykres wzrostu komorek izolowany

z rabka rogowki izolowanego od psa przedstawia rycina 12.

Ryc.12 Wzrost hodowli komérkowej rabka rogéwki (pies) w czasie 20 godzin. Na wykresie

zaznaczono czas podwojenia hodowli komorkowej.
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Ryc. 12 Zdjecia poklatkowe wykonywane dla hodowli ragbka rogowki psa; mikroskop JuliBR.

Oh 2h 4h

10h

12h 14h 16h
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4.3. Charakterystyka komorek
wyizolowanych z rabka rogowki.

Komorki izolowane z tkanek, aby okresli¢ je komdorkami macierzystymi powinny spetnié 3
warunki:

1. Komoérki adherentne (ryc 13)
2. Komorki te moga roznicowac si¢ w inne rodzaje komorek,
3. Komorki ekpresjonujg opowiednie markery powierzchniowe.

Ryc. 13 Migrujace z fragmentu ragbka komorki, hodowla pierwotna, mikroskop EVOS XL.

4.3.1. Réznicowanie komorek izolowanych z rabka rogowki.

Jedng z cech komorek macierzystych jest roznicowanie w inne komorki. Cechg
charakterystyczng MSC jest ich zdolno$¢ do rdéznicowania si¢ w adipocyty, osteoblasty i
chondroblasty. Badania przeprowadzone w Kkulturach in vitro potwierdzaja potencjat
roznicowania hMSCs. Potencjat adipogenezy, osteogenezy i chondrogenezy MSC jest oceniany
przez barwienie zréznicowanych komoérek barwnikiem Alizarin Red, Oil Red O i Alcian Blue.

Oceng potencjalu roznicowania przedstawia ryc. 14.
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Ryc. 14. Potencjat ré6znicowania trojliniowego. Po pierwszym pasazu komorki rabka zostaly posiane i zroznicowane przy uzyciu: (A) podtoza do
réznicowania osteogenicznego, (B, D), podtoza do réznicowania chondrogenicznego, (C) podtoza do réznicowania adipogenicznego.

A) Barwienie czerwienig alizarynowg efektywnie zroznicowanych osteocytow. B, D) Barwienie bigkitem alcjanowym efektywnie zréznicowanych
chondrocytow. C) Barwienie Oil Red-O efektywnie zroznicowanych adipocytow. Na ryc. D) widoczna jest hodowla w formie sferoidu.

kontrola (nie réznicowane) komorki rabka psa komorki rabka kota
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C)

D).

Kontrola (nie réznicowane)

komorki rabka psa

komorki rabka kota
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4.3.2. Ocena ekspresji wybranych antygenow
powierzchniowych

W komoérkach izolowanych z rgbka rogowki oceniono ekspresjc 4 antygenow
powierzchniowych pozwalajacych na odréznienie komoérek macierzystych od innych komorek

rabka rogowki.

W poblizu ragbka rogéwki komoérki zregbowe posiadajg antygen ABCG?2. Jest to biatko obecne
w wielu dorostych komoérkach macierzystych. Rownolegle oceniono rowniez ekspresje p63 -
waznego markera nablonkowych komoérek macierzystych rogowki. P63 jest niezbedny do
réznicowania rogowki i naskorka. W wykonanych badaniach stwierdzono ekspresje tych

dwoch antygenow.

Cytokeratyna 3/2p jest jednym z antygenow powierzchniowych, ktére wystepuja w
komoérkach macierzystych rabka rogowki. Cytokeratyny sa biatkami filamentow posrednich,
ktére odgrywaja wazng rolg¢ w utrzymaniu integralnosci strukturalnej komoérek nabtonkowych,
w tym rabka rogéwki. Badania naukowe wykazaly, ze cytokeratyna 3/2p jest obecna zarowno
w komorkach macierzystych, jak 1 dojrzatych komorkach nabtonka ragbka rogowki, ale poziom
jej ekspresji jest wyzszy w komoérkach macierzystych. W zwiazku z tym, cytokeratyna 3/2p jest
jednym z markeréw, ktore sa wykorzystywane do identyfikacji i izolacji komorek
macierzystych rabka rogowki. Warto jednak zaznaczy¢, Ze istnieja rowniez inne antygeny
powierzchniowe, p63a ktére sa specyficzne dla komorek macierzystych rabka rogowki 1
wykorzystywane sa wraz z cytokeratyng 3/2p do identyfikacji 1 izolacji tych komorek.
Cytokeratyna 12 jest inng cytokeratyng, ktéra wystepuje w rabku rogowki 1 jest
charakterystyczna dla dojrzatych komorek nablonka rogowki. W przeciwienstwie do
cytokeratyny 3/2p, cytokeratyna 12 nie jest specyficzna dla komoérek macierzystych rabka
rogowki. Badania wykazuja, ze cytokeratyna 12 jest wyrazana gloéwnie w dojrzalych
komorkach nabtonka rabka rogowki, a poziom jej ekspresji jest nizszy lub niewykrywalny w
komorkach macierzystych rabka rogowki. Dlatego tez, cytokeratyna 12 nie jest stosowana jako
marker specyficzny dla komoérek macierzystych rabka rogoéwki. Warto zaznaczy¢, ze
cytokeratyna 12 jest nadal waznym markerem dla identyfikacji 1 charakteryzacji dojrzalych

komorek nablonka rabka rogdwki, a takze w diagnostyce roznych zaburzen rogéwki.

W przypadku cytokeratyny 3/2p oraz cytokeratyny 12 ekspresja w komorkach
izolowanych z rabka byta niska. Oceng ekspresji antygenow powierzchniowych przedstawia

ryc. 15.
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Ryc. 15. Ocena ekspresji wybranych antygenow powierzchniowych

Anti-BCRP/ABCG2

komorki rabka psa komorki ragbka kota

Anti-p63 antibody
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Cytokeratin 3/2p Antibody

komorki rabka psa komorki rabka kota

Cytokeratin 12 Antibod
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4.3.3. Ocena ekspresji antygenow powierzchniowych MSC
w cytometrii przeptywowej

Potwierdzeniem, ze wyizolowane komorki spetniajg kryteria komoérek macierzystych byta
ocena ekspresji antygenéw powierzchniowych z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. W
badaniu oceniano ekspesje¢ 5 antygenéw wykorzystywanych w ocenie MSC tj. CD 34, CD 45,
CD 73, CD 90 i CD 105. Do badan wykorzytywano komorki rabka rogéowki uzyskane po
pierwszym pasazu. Analize przeprowadzono dla komorek izolowanych od psow i1 kotow.

W wyniku oceny stwierdzono brak ekspresji antygenow CD 34, CD 45 oraz ekspresje
CD 73,CD 90 i CD 105. Wyniki pomiaréw przedstawia ryc. 16.

Ryc. 16. Ocena ekspresji antygenéw powierzchniowych MSC w cytometrii przeplywowej
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4.4. Opracowanie prototypu produktu inzynierii tkankowej

Wyizolowane z rabka rogdwki komorki byly hodowane przez okres do 3 pasazy. Z komorek
uzyskanych w hodowli opracowano metod¢ hodowli 3D w matrycy kolagenowe;j. Przedmiotem
badan byto opracowanie powtarzalnej metody hodowli komorek w kolagenie, ktory bedzie
mogl zosta¢ zastosowany do wszczepienia w miejscu uszkodzenia rogéwki. Opracowany
protokot zostal opisany w rodziale 3.2.10.

Do wytworzenia prototypu wykorzystywano surowiec i roztwor kolagenu bydlegcego,
ktory byt surowcem farmaceutycznym. Wykorzystanie tego typu kolagenu pozwoli w
przysztoSci na zastosowanie opracowanego protypu w leczeniu chordb rogowki, w tym jej
owrzodzen.

Uzyskane w procesie izolacji i hodowli komorki mieszano ze zneutralizowanym
roztworem kolagenu z dodatkiem pozywki zawierajacej czerwien fenolowa (wskaznik pH). Po
uzyskaniu pH roztworu okoto 7.0 do otrzymanej zawiesiny dodawano komorki, tak aby uzyskac
stezenie koncowe 2x10° komoérek w ml. Tak uzyskang zawiesine nanoszono na szalki
hodowlane, w taki sposob, aby otrzymaé¢ dysk wielkosci okoto 12-14 mm. Po umieszczeniu
kolagenu na szalkach zawiesing kolagenu pozostawiano do spolimeryzowania na czas okoto 2
godzin. Po tym czasie do szalek dodawano pozywke.

Komorki w kolagenie proliferowaly przez okoto 7 dni. Po tym czasie otrzymywano
prototyp bedacy siecig komoérek i kolagenu. Otrzymane platki usuwano z szalek z
wykorzytaniem drapaka. Otrzymany prototyp byt umieszczany w 50 ml probowce, w pozywce
transportowej bez surowicy bydlecej. Komorki w prototypie zachowywaly zywotno$é do 48
godzin 1 mogly by¢ transportowane w warunkach chlodniczych. Ryc. 17. przedstawia ptatek
kolagenowy otrzymany w wyniku odklejenia z szalki hodowlanej. Ryc. 18. przedstawia rosnace

komorki w catym ptatku kolagenowym.
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Ryc. 17. Przygotowanie skafoldu kolagenowego. A. hodowla komorek w kolagenie. B. Pobranie
ptatka z szalki. C. Platek kolagenu. D. Prototyp.
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Ryc. 18. Wzrost komorek z ptatku kolagenowym. A. mikrofotografie ptatka (kontrast
fazowy), B. barwie komérek typu LIVE — DEAD. Komorki niebieskie — komorki zywe.

3000 pm
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4.5. Wszczepienie prototypu skafoldu.

Prototyp inzynierii tkankowej w postaci skafoldu z warstwa rabkowych komorek
macierzystych (LMSC) wykorzystano eksperymentalnie w przypadku kota ze stwierdzona
sekwestracja rogowki. Wtlasciciel pacjenta wyrazit zgode na zastosowanie terapii
eksperymentalne;.

Sekwestracja rogowki (sequestratio corneae) jest specyficzng gatunkowo choroba
kotéw polegajaca na zwyrodnieniu witokien kolagenowych istoty wiasciwej rogowki z
towarzyszaca utratg nablonka lub bez. Jest to choroba charakteryzujaca si¢ przewleklym
przebiegiem z powstawaniem typowej, czarnej lub czarno-brunatnej ptytki z zrgbie rogowki.
Patogeneza choroby nie jest doktadnie poznana. Czynnikami predysponujacymi sg mig¢dzy
iinymi podwinigcie powiek (entropium), dwurzgdowos¢ rzgs (distichiasis), suche zapalenie
rogdwki (keratoconjunctivitis sicca) itp. Jak si¢ podejrzewa, do rozwoju zmian patologicznych
moga przyczynia¢ si¢ takze wtérne powiktania bakteryjne paciorkowcami (Streptococci),
gronkowcami (Staphylococci), laseczkami (Bacillus, Moraxella) oraz wirusowe jak obecno$¢
kociego herpeswirusa-1 (FHV -1). Potwierdzono takze predyspozycj¢ rasowa u kotow
perskich, syjamskich, birmanskich i himalajskich, ale moze rowniez wystapi¢ u pospolitych
kotow domowych (Gelatt, 1971; Souri, 1975). Wiek kotow wykazujacych sekwestracje
rogowki waha si¢ od 5 miesiecy do 17 lat; wyzszg zapadalno$¢ notuje si¢ w wieku 2—7 lat
(Startup, 1988). Z dotychczas przeanalizowanej literatury nie wynika, aby istniaty jakiekolwiek
predyspozycje zwigzane z plcia.

Pacjent, 4 letni kot, samiec, rasy perskiej z objawami przewleklego zapalenia rogdwki
z rozlegla waskularyzacja oraz z rozlegly 1 gleboka penetracjg zrebu rogowki przez zmiang
sekwestracyjng w formie wyraznie uformowanej twardej ptytki o barwie czarno-brunatnej
zostat poddany operacji usuni¢cia sekwestru. Widok rogéwki po usunigciu zmiany przedstawia

Fot 27-28.
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Fot. 27. Rogdéwka kota z cechami przewleklego zapalenia i ubytkiem struktur zr¢bu po usunigciu
sekwestru. Na powierzchni oka widoczny jest materiat kolagenowego skafoldu z warstwa
mezenchymalnych rabkowych komoérek macierzystych (LMSC). (fot. Pawet Stefanowicz).
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4.6. Obliczenia statystyczne.

Wszystkie badania biologiczne wykonano w pigciu niezaleznych powtérzeniach. Ze wzgledu
na normalny rozklad i rdwng wariancj¢ uzyskanych wynikow, obliczenia statystyczne per-
formowano za pomoca testow parametrycznych. Przy uzyciu oprogramowania Statistica v.13
obliczono istotnos$¢ statystyczng przy uzyciu testu post hoc Tukeya. Punkt istotnosci ustalono

na poziomie * p < 0,05.
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S. Dyskusja.

Komorka jest podstawowg biochemiczno-fizyczng jednostka kazdej tkanki, a uszkodzenia
wyrzadzone konkretnej tkance sg konsekwencjg uszkodzen komorek, ktoére ja tworza. Dlatego
tez pionierskie badania z zakresu medycyny regeneracyjnej koncentrowaty si¢ na zastgpowaniu
uszkodzonych komoérek poprzez przeszczep komoérek macierzystych (Zhao L. i in. 2019).
Wdrozenie komoérek macierzystych bylo i nadal jest kamieniem milowym w leczeniu i
regeneracji rogowki.

Fizjologicznie komoérki nablonkowe pochodza 2z komorek macierzystych
odtwarzajagcych w sposob ciaggly tkanki rogoéwki. Rezerwuar nabtonkowych komorek
macierzystych rogéwki znajduje si¢ w niszy ragbka rogowkowego. W tej lokalizacji komorki
macierzyste sg uspione i pozostajag w tym stanie przez dtugi czas, chociaz maja wlasciwosci
oligopotencji i samoodnawiania, dzigki czemu zachowana jest homeostaza rogowki. Nisza
rgbkowa sklada si¢ z dwodch roznych struktur, ktore mogg by¢ rezerwuarami komorek
macierzystych: palisad Vogta 1 krypt nabtonkowych rabka. Oprocz komoérek macierzystych
rogdwki nisza rabkowa zawiera inne typy komorek, w tym fibroblasty zrgbowe rabka,
melanocyty, komoérki Langerhansa 1 wczesne przejSciowe komoérki amplifikujace (TAC).
Wykazano, ze komorki macierzyste rabka daja poczatek TAC, ktore z kolei namnazajg si¢ 1
daja poczatek zréznicowanym i funkcjonalnym komoérkom tkankowym (Zhao L. i in. 2019),
(Can A.iin. 2017). Te koncowe komorki sg ostatecznym produktem procesu regeneracji, maja
niewielka zdolnos$¢ proliferacji i nie odnawiajg si¢ samoczynnie.

Mezenchymalne komorki macierzyste moga pochodzi¢ réwniez z innych tkanek.
Najlepiej zbadanymi zrodtami MSC sg szpik kostny i tkanka ttuszczowa. Te MSC (podobnie
jak MSC w rogowce) s3a multipotentne, manifestujg charakterystyczne markery
powierzchniowe komodrek MSC 1 przylegaja do plastiku (Pittenger i in. 1999) i innych
no$nikow. Moga roznicowac si¢ w komorki nabtonka rogdéwki (wykorzystujac techniki
wspodlnej hodowli 1 wstepnie kondycjonowang pozywke) (Gu 1 in. 2009), a we wczesniejszych
badaniach na modelach zwierzgcych, w ktorych komorki nie r6znicowaty sie, zaobserwowano,
ze uszkodzenie rogéwki bylo tagodzone przez wlasciwosci przeciwzapalne i1 antyangiogenne

MSC hodowanych na ludzkich blonach owodniowych (Ma i in. 2006).

Chociaz doktadne mechanizmy pozostaja nieznane, w licznych badaniach opisano

zdolno$¢ mezenchymalnych komorek pnia (MSC) do modyfikacji mikrosrodowiska rogéwki.
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Komorki macierzyste sg stosunkowo tatwe do wyizolowania i namnazania, a jesli chodzi o
podawanie komoérek mezenchymalnych w odniesieniu do rogdéwki, zbadano wiele opcji, od
bezposredniego podawania w formie zawiesin po uzycie nos$nikow. W badaniach
prowadzonych na modelach komoérkowych myszy, szczuréw i1 ludzkich w celu wykazania
potencjatu transdyferencjacji MSC (Guo 1 wsp. 2006; Jiang i wsp. 2010; Liu i wsp. 2010, 2012)
odkryto, ze mechanizm terapeutyczny nie byl zwigzany wylacznie rdéznicowaniem

mezenchymalnych komoérek pnia w komorki rogowki.

Nablonek blony $luzowej jamy ustnej

Komorki macierzyste btony §luzowej jamy ustnej wykazuja ekspresje markerow komorek
macierzystych ragbka rogéwki i majg zdolno$¢ do przeprogramowania w komorki podobne do
nabtonka rogéwki (Nakamura i in. 2007). Komorki nabtonka btony $luzowej jamy ustnej
zostaty wszczepione na powierzchnie oka u pacjentdw po oparzeniach alkalicznych (Inatomi i
in. 2006). Hodowane autologiczne arkusze komorek nabtonka blony §luzowej jamy ustnej
(CAOMECS) sa bioadhezyjne, a zatem moga by¢ przeszczepiane bez potrzeby szycia i zostaly
zaproponowane jako alternatywa dla uzycia allogenicznego dawcy w przypadku catkowitego
obustronnego LSCD. Wyniki badan klinicznych nie zawsze s jednak pomyslne, u niektorych

pacjentow wystepowaly powazne reakcje niepozadane na przeszczepy (Satake i in. 2011),

Komorki Macierzyste Miazgi Zebowej (iPSC)

Niedojrzate komoérki macierzyste mozna wyizolowa¢ z miazgi zgbowej zebow mlecznych. U
ludzi wykazano, Ze te niedojrzate komorki macierzyste miazgi zgbowej cechuje ekspresja
zarowno markerow ludzkich embrionalnych, jak 1 mezenchymalnych komoérek macierzystych.
Moga rowniez podlega¢ rdznicowaniu trojliniowemu, co jest wymogiem stawianym przez
International Society for Cellular Therapy (ISCT) dla mezenchymalnych komorek
macierzystych (Kerkis i in. 2006). W nowszym badaniu przeprowadzonym przez t¢ samg grupe
odkryto, ze 1PSC manifestujg rowniez markery komorek macierzystych nabtonka rabka 1 sg
opcja leczenia niedoboru komoérek macierzystych rgbka (Limbal Stem Deficiency - LSCD) u
krolikow (Monteiro 1 in. 2009). Pomimo tego, ze iPSC s3 obiecujagcym Zrédlem terapii
komorkowej, ich przydatno§¢ kliniczna jest ograniczona ze wzgledu na kwestie

bezpieczenstwa, gtownie w odniesieniu do tworzenia potworniakow.
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Komorki macierzyste mieszkow wlosowych

Mieszki wlosowe zawieraja komorki macierzyste pochodzenia nabtonkowego w zewnetrznej
ostonce korzenia oraz mezenchymalne komorki macierzyste w brodawce skornej i ostonce
tkanki facznej. Od tego odkrycia kilka grup badawczych skupito si¢ na ludzkich mieszkach
wlosowych jako zasobie komorek macierzystych w leczeniu niedoboru komoérek macierzystych
ragbka (Limbal Stem Deficiency - LSCD), (Cotsarelis i in. 1990; Yu i in. 2006; Meyer-
Btazewska 1 in. 2012; Yang i Xu 2013). Wyniki badan sugeruja, ze HFSC ma potencjat
odnowienia powierzchni rogowki w modelu mysim. Badania in vitro wykazaly, ze
transdyferencjacja komorek macierzystych mieszkow witosowych (HFSC) do komorek
przyjmujacych fenotyp nabtonka rogowki jest mozliwa, gdy komorki sa hodowane w
kondycjonowanej pozywce pochodzacej z fibroblastow rgbkowych. Wynikow badania nie
potwierdzono jednak w warunkach in vivo. W warunkach hodowli, ktére opracowano, komorki
macierzyste zaczynaly traci¢ swoja plastycznos$¢, wraz z czasem utrzymywania w hodowli
przez dluzszy czas i rdznicujg si¢ w komoérki naskorka przyjmujac fenotyp tkanki, z ktorej

pochodza.

Komorki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej (Adipose derived mesenchymal
stem cells - ADMSC)

Komorki te sg podtypem mezenchymalnych komorek macierzystych, majacym te wazng zaletg,
ze mozna go latwo uzyska¢ (w sposob autologiczny) poprzez procedury matoinwazyjne, CO
daje duza liczbe multipotentnych komorek macierzystych z potencjalem do réznicowania si¢ w
kilka linii komérkowych wykazujacych wilasciwosci immunomodulujace 1 wspomagajacych
regeneracj¢ tkanek poprzez dzialanie parakrynne 1 wydzielanie pozakomorkowych
pecherzykow zawierajacych czynniki troficzne.

Przeprowadzono wiele badan dotyczacych leczenia ran rogdwki za pomocg AAMSC u
zwierzat, w tym szczurow 1 krélikow, donoszac o poprawie stanu rogdwki, gtéwnie z powodu
wydzielania cytokin, odpowiedzialnych za wzrost reakcji przeciwzapalnej i mobilizacje
endogennych MSC do uszkodzonego obszaru (Sherman A.B. 2017, Wood J.A. 2012). Badanie
przeprowadzone w 2020 r przez Mario Sérgio Almeida Falcao et al na myszach z cukrzyca typu
1 i wynikajacymi z niej przewleklymi ubytkami rogowki wykazato znacznie zmniejszone
nacieki zapalne w histologii rogowki tych diabetykow, czemu towarzyszyty nizsze poziomy
analizy ELISA MPO (biomarker aktywowanych neutrofili i cytokin zapalnych) w poréwnaniu
z rogéwkami leczonymi placebo. Ograniczeniem badan na pacjentach gabinetow jak psy i koty

jest zazwyczaj niemozno$¢ wykorzystania zwierzat kontrolnych. Ze wzgledu na pierwszenstwo
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dobra Klinicznego pséw nie ma mozliwosci prowadzenia monoterapii komorkami

macierzystymi lub otrzymywania jedynie placebo.

Komorki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej (Adipose derived mesenchymal
stem cells - ADMSC) w leczeniu zespolu suchego oka (keratoconjunctivitis sicca - KCS) u
psow.

W badaniach z 2022 r. Li-Ning Wei i wsp. nad miejscowym (w postaci zawiesiny) stosowaniem
allogenicznych mezenchymalnych komoérek macierzystych pochodzacych z tkanki thuszczowe;j
stwierdzili efekty w postaci ztagodzenia objawow KCS u pséw. AAMSC uzyte w tym badaniu
charakteryzowano pod katem ich zdolnosci do trdjliniowego rdéznicowania i wiasciwosci
immunomodulacyjnych. Ponadto opracowano metody przygotowania kropli do oczu AdMSC
1 przetestowano ich optymalng konserwacje. Wyniki pokazaty, ze ilo$¢ 1 jakos$¢ tez ulegly
poprawie po miejscowym leczeniu AAMSC W innych, prowadzonych w ostatnich badaniach
wykazano pozytywne wyniki zastosowania mezenchymalnych komoérek macierzystych w
leczeniu KCS u pséw po podaniu w formie iniekcji okotogatkowej lub do tkanki gruczotu
tzowego. Poniewaz jednak procedura wstrzykniecia okologatkowego wymaga sedacji lub
znieczulenia ogdlnego i moze prowadzi¢ do jatrogennych powiktan lub urazu podczas aplikacji

preparatu badane sg tatwiejsze drogi podania.

Krew i krew pepowinowa (umbilical cord blood - UCB).

Produkty pochodzace z UCB maja dwa potencjalne zastosowania w okulistyce. Surowice w
postaci kropli do oczu mozna nanosi¢ miejscowo na powierzchni¢ oka, aby leczy¢ schorzenia
przedniego odcinka oka, takie jak zespdt suchego oka czy ubytki nabtonka rogdéwki o r6éznej
etiologii. Tkanka pepowinowa jest glownym zrodtem komorek macierzystych, ktore moga by¢
skutecznie stosowane w leczeniu wielu choréb oczu (Jiang B i wsp. 2018). Strategie
terapeutyczne oparte na komorkach macierzystych polegaja nie tylko na syntezie czynnikow
troficznych i wzrostowych, ale takze na zastosowaniu zard6wno mezenchymalnych, jak i
nabtonkowych  komoérek  macierzystych o  wilasciwosciach  przeciwzapalnych 1
uprzywilejowanych immunologicznie, gdyz moga one zastgpowaé uszkodzone tkanki
réznicujac si¢ w komorki siatkowki 1 komorki nabtonka, zrgbu i §rodbtonka rogéwki. Oceniano
zastosowanie UCB w eksperymentalnych modelach indukowanych urazow rogowki (Aziz J. i
wsp, 2019) ale niezbedne sa dalsze badania kliniczne, aby oceni¢ efekt i dlugoterminowe

bezpieczenstwo tej terapii oraz zeby wyjasni¢ aspekty farmakokinetyczne i1 zapewnié
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znormalizowany schemat terapeutyczny do klinicznego zastosowania UCB. Przyszte badania
powinny rowniez koncentrowaé si¢ na standaryzacji protokotéw hodowli, réznicowania,
ekspansji i kriokonserwacji komorek, a takze na optymalizacji pozywek i rusztowan do hodowli

komorkowych, ktore moga wspiera¢ proliferacje, utrzymanie i réznicowanie komorek.

Porozogenne komérki macierzyste

Istotna rolg w inicjacji i kontynuacji procesu wzrostu poroza jeleniowatych odgrywajg komorki
macierzyste prowadzace do regeneracji tkanek cyklicznie co roku, poprzez réznicowanie w
kierunku chondroblastow i osteoblastow. W pracy badawczej Kietbowicza i wsp (2020)
pozyskiwano z poroza jelenia szlachetnego (Cervus elaphus) mezenchymalne komorki
macierzyste, z ktoérych nastgpnie tworzono stabilng lini¢ porozogennych komorek MIC-1
(nazwa linii wprowadzona w patentach). W badaniach potwierdzono ich stata mozliwos¢
podziatu, szybki wzrost oraz tatwos¢ utrzymania hodowli. Ponadto komoérki te mozna tatwo
transportowac, a takze zamraza¢ i przechowywa¢ w ciektym azocie. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze zastosowanie porozogennych komorek macierzystych lub ich homogenatu
pozytywnie wptywalo na proces gojenia ubytkow rogowki poprzez skrocenie czasu gojenia
ubytku, ale takze ostabienia efektow ubocznych w postaci zapalenia i zmian wtornych
pozostatych po wygojeniu ubytku. Wytworzone wtokna kolagenowe przyjmowaly przebieg
rownolegty do siebie w odrdznieniu od pozostalych grup doswiadczalnych, gdzie ukladaly si¢
W Sposob beztadny, nieukierunkowany, czesto skrecony w formie skupisk. Limitacjg opisanej
metody sg ograniczenia prawne dotyczace wytwarzania 1 stosowania produktow leczniczych na
podstawie Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 9 listopada 2015 r. w sprawie wymagan
dobrej praktyki wytwarzania, z pdzniejszymi zmianami, w tym zmiang z dnia 16 wrze$nia 2020
r. z dodatkowymi uwagami dotyczacymi komorek i tkanek ksenogenicznych, zgodnie z
ktorymi: Uzycie komorek lub tkanek ksenogenicznych do wytwarzania ATMP stwarza
dodatkowe ryzyko przenoszenia znanych i nieznanych patogendw na ludzi, wilacznie z
potencjalnym ryzykiem wprowadzenia nowych chorob zakaznych. Wybor dawcow
zwierzecych musi by¢ zatem $cisle kontrolowany. Zwierzeta zrodtowe lub dawcy powinni by¢
zdrowi 1 wolni od specyficznych patogenéw 1 hodowane w warunkach wolnych od
specyficznych patogenow, wiaczajac w to monitoring zdrowia. Zwierzeta zrodtowe lub dawcy
powinni by¢ hodowani specjalnie do tego celu w zamknigciu (w obiektach z systemami

barierowymi). Zabrania si¢ uzywania do wytwarzania ATMP komorek 1 tkanek
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ksenogenicznych pochodzacych od dzikich zwierzat lub zwierzat z ubojni. Podobnie nie nalezy

wykorzystywa¢ komorek i tkanek pochodzacych od zwierzat zalozycieli.
Terapie subkomorkowe.

Komorki sg biochemiczno-fizycznymi jednostkami tkanek, same reprezentujg zawily i ztozony
mikromechanizm. Badania naukowe przesunegty nacisk na zewnatrz- i wewnatrzkomorkowe
mechanizmy zaangazowane w regeneracje komorek, aby umozliwi¢ nawet bardziej
wyrafinowane i ukierunkowane zarzadzanie terapeutyczne, rozwijajac w ten sposob terapie
subkomorkowe. Do tej pory najbardziej obiecujagce w obszarze rogowki jest zastosowanie
pecherzykoéw zewnatrzkomoérkowych (EV), terapia genowa i regulatorowe RNA, zwlaszcza

miRNA.
Egzosomy (extracellular vesicles - EVs).

Egzosomy nalezg do rodziny pgcherzykéw zewnatrzkomoérkowych (EV). Ich btona zbudowana
jest z podwoéjnej warstwy lipidow i sa to okragle organelle o wielkosci okoto 40-100 nm].
Pierwotnie przypuszczano, ze organelle te wydalajg produkty przemiany materii z komoérek do
przestrzeni pozakomorkowej. (Marote A. i in. 2016), (Xin H. i in. 2014). Prawdopodobnie rolg
egzosomow jest przeprowadzanie komunikacji migdzykomodrkowej wigkszosci komorek, w
tym MSC. Ostatnio, nawet bardziej niz MSC, ta ich osobliwa aktywno$¢ zwrdcita uwage
badaczy: rzeczywiscie, MSC wydzielaja egzosomy wyzwalajac sygnalizacj¢ parakrynng na
innych komérkach (Xin H. i in. 2014).

Blona EV rowniez sktada si¢ z biatek, ktore uwaza sie za odgrywajace kluczowa role w
transdukcji  sygnatu miedzykomorkowego. Przypuszcza si¢ zatem, Ze egzosomy S3
migdzykomorkowymi mediatorami i przekaznikami informacji, ktore sg kluczowe dla realizacji
komorkowych mechanizméw fizjologicznych 1 patologicznych, takich jak zapalenie,
angiogeneza i immunomodulacja. Zawarto$¢ wnetrza egzosomow musi zosta¢ wlaczona przez
komorke biorcy. Jednym z najlepiej poznanych procesow jest endocytoza, ale egzosomy moga
rowniez taczy¢ si¢ z blong komorki biorcy i uwalnia¢ swoja zawarto$¢ bezposrednio do niej lub
dwie btony moga wchodzi¢ w interakcje i tworzy¢ duet receptor-ligand duet (Marote A. i in.
2016, Cisto-Pakuluk i Marycz 2017).

Terapia oparta na EV to stosunkowo nowa koncepcja, ktora zyskuje coraz wigksze
zainteresowanie ze wzgledu wyzsze bezpieczenstwo, dostepno$¢ i nizsze koszty niz w

przypadku obecnie stosowanych terapii komorkami macierzystymi. Niedawne odkrycie, ze EV
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pochodzace z MSC zmniejszaja blizny rogéwki i poprawiajg jej przezroczysto$¢ po wygojeniu
urazOw, stanowi obiecujacy przyczynek do koncepcji terapii opartej na EV jako alternatywy
dla przeszczepu rogéwki w leczeniu blizn rogowki. W badaniu z 2020 r. Sophie X. Deng i in.
wykazali liczne funkcje immunomodulujace, przeciwzapalne, antyangiogenne i
antyapoptotyczne EV, ktore wspotdziataty z innymi czynnikami podczas procesu gojenia si¢
ran rogéwki, co prowadzito do przesuniecia procesu widknienia na $ciezke regeneracyjna.
Jednak doktadne mechanizmy dziatania MSCi tworzonych przez nie EV w promowaniu gojenia

si¢ nablonka rogowki i1 ran podscieliska oraz regeneracji rogdwki nie zostaty wyjasnione.

W. Zhao i in. w 2023 r. w badaniach nad przyspieszeniem gojenia ran rogowki za
posrednictwem egzosomow NF-kB c-Rel ujawnili, ze ekspresja c-Rel jest znacznie zwigkszona
w rogowce myszy z uszkodzeniem rogdéwki. Ponadto stwierdzono, ze myszy z niedoborem c-
Rel wykazuja przyspieszone gojenie si¢ ran rogdéwki i zmniejszong ekspresje cytokin
zapalnych. Dalsze badania wykazaty, ze miejscowe leczenie powierzchni rogdwki za pomoca
nanopolimerow lub egzosomoéw obcigzonych specyficznym dla c-Rel siRNA (siRel) moze
skutecznie przyspieszy¢ gojenie si¢ ran rogowki. Pomimo obiecujgcych efektow nalezy
pamigtaé, ze rozwdj terapii opartych na EV dla blizn rogéwki jest na wczesnym etapie
przedklinicznym. Przy wyborze Zrddla komorek do produkeji EV nalezy przede wszystkim
wzig¢ pod uwage sitg 1 mozliwos¢ skalowania. Rownie waznym aspektem w przedklinicznym
rozwoju terapii opartej na EV jest ustalenie kryteriow definiujgcych populacje funkcjonalnych
EV. Kryteria te moga obejmowac wilasciwosci fizyczne, znaczniki powierzchni i unikalne
sktadniki ich ladunkow. Opracowanie solidnej, skalowalnej, zgodnej z dobra praktyka
produkcyjng (GMP) metody oczyszczania EV 10 kolejne wyzwanie. Chociaz zgtoszono zgodne
z GMP protokoty oczyszczania egzosomow, w tym zastosowanie ultrawirowania i separacji w
gradiencie gestosci, protokoty te s3a pracochlonne i czasochlonne i nie sg wykonalne w
produkcji na duza skale. Rozwoj wielkoskalowego, zgodnego z GMP procesu produkcji EV to
kolejny obszar aktywnych badan. Inne nierozstrzygni¢te kwestie dotyczg farmakokinetyki,
stabilnosci, warunkow przechowywania, drogi i czasu podania oraz bezpieczenstwa stosowania

EV.

Techniki aplikacji MSC, w tym LMSC.
Prowadzone dotad liczne badania nad sposobami dostarczenia MSC i ich wykorzystania w
przebiegu gojenia rogowki wykazaly, ze podawanie ogolnoustrojowe nie jest skutecznym

sposobem dostarczania komorek macierzystych do rogowki. Glownym powodem takiego stanu
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rzeczy jest brak naczyn krwiono$nych w rogowce, ktory nie pozwala na dostarczenie LMSC
droga krwi (Sancak i in. 2014).

Badania prowadzone przez Jorge L Alio del Barrio i wsp. nad ogdlnoustrojowym
stosowaniem MSC przez wstrzykniecie dozylnym myszom po alloprzeszczepie rogdwki nie
zaobserwowano zadnej korzysci w przezywalnosci alloprzeszczepu rogowki 1 wskaznikach
odrzucenia po ogodlnoustrojowym wstrzyknigciu kréliczych komorek macierzystych
pochodzacych z tkanki tluszczowej przed operacja, podczas operacji i w réznym czasie po
operacji u krolikow z rogéwka z cechami neowaskularyzacji. W innych badaniach wykazano z
kolei, ze komodrki macierzyste wstrzykniete podspojowkowo nie migrowaty do uszkodzone;j
rogdwki ani nie réznicowaly si¢, co wskazuje, ze ta droga podania nie jest skuteczna (Yao i in.
2012 r.).

Znaczgca cz¢$¢ powszechnie badanych terapii z wykorzystaniem MSC opierato si¢ na
miejscowym podawaniu komorek bez naruszenia ciaglo$ci $ciany gatki ocznej lub na
iniekcjach okotogatkowych oraz na podaniach dozylnych. Ze wzgledu na histofizjologie
rogobwki wydaje sie¢, ze aplikacja MSC do wnetrza oka jest postgpowaniem ryzykownym bez
przewidywanych korzysci dla rogowki. Powyzsze fakty oraz konieczno$¢ utrzymania
odpowiednio dtugiego i $cistego kontaktu transplantowanych LMSC z tozyskiem uszkodzonej
rogowki powoduja potrzebe zastosowania odpowiednich no$nikéw umozliwiajacych zardwno
przyleganie, jak 1 migracj¢ komoérek. Podtoza powinny ponadto dostarcza¢ niezbedne czynniki
wzrostu (zwiazki organiczne, bodzce fizyczne), umozliwia¢ dyfuzj¢ sktadnikow odzywczych
oraz innych wytwarzanych substancji, a takze utrzymywa¢ odpowiednie parametry

mechaniczne 1 fizykochemiczne, sprzyjajace integracji 1 dalszemu rozwojowi tkanki.
Komérki macierzyste rabka rogéwki (Limbal Mesenchymal Stem Cells - LMSC)

Mezenchymalne komodrki mesenchymalne (LMSC) zlokalizowane w rabku rogéwki zdaja si¢
by¢ znaczaco lepszym i naturalnym rezerwuarem komorek rogéwki w przebiegu zachodzacych
w niej procesow regeneracji od MSC innego pochodzenia. Jak wspomniano stosowane lub

testowane sg liczne techniki przeszczepiania LMSC do rogowki biorcy.

Przeszczep nablonka rabka kultywowanego ex vivo.

Aby przezwyciezy¢ zapotrzebowanie na duzg ilos$¢ tkanki dawcy Pellegrini i in. W 2014r
zaproponowali nowatorskg metode transplantacji nabtonka rgbka hodowanego ex vivo (CLET).

Niewielka cze$¢ komorek macierzystych rabka pobiera si¢ od zdrowego drugiego oka (auto-
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CLET) lub niespokrewnionego dawcy. Komorki rabka sg hodowane i namnazane in vitro przy
uzyciu btony owodniowej, kolagenu lub innych opisanych powyzej no$nikow. Zastosowanie
AM jako nos$nika dodaje réwniez jego nieodtagcznych wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych,
przeciwfibrylowych 1 przeciwzapalnych, zwigkszajac zdolnosci regeneracyjne rogéwki. W
2010 r. Ramaet i in. wykazali dlugoterminowy korzystny wynik tej procedury u ludzi, gdzie
76,6% przeszczepéw pozostato stabilnych po 10 latach obserwacji. Glowna wada jest

wymagane zaplecze laboratoryjne i przeszkolony personel do hodowli komorek macierzystych.

Prosty przeszczep nablonka rabka (SLET)

Technika zaproponowana przez Shanbhag SS. i wsp. W 2019 r. Maty przeszczep tkanki
rabka z przeciwleglego oka lub z oka dawcy jest dzielony na mniejsze czes$ci i umieszczany na
rogébwce biorcy, przy uzyciu btony owodniowej w celu podtrzymania wzrostu komorek
nabtonkowych. SLET laczy w sobie zalety fatwo dostgpnej, jednoetapowej procedury, ktora nie
wymaga rozleglej pomocy laboratoryjnej i uzycia minimalnej ilo$ci tkanki dawcy. Wyniki
wieloosrodkowego badania wskazuja, ze autologiczny SLET jest skuteczng i bezpieczng
metodg leczenia, gdzie 57 z 68 oczu, ktore otrzymaty auto-SLET (83,8%) osiagneto glowny
wynik w postaci catkowitej odbudowy nabtonka rogowki z podobnym wskaznikiem

powodzenia 1 poprawg ostrosci wzroku, jak w przypadku CLET.
Zastosowanie nosnikow i podlozy dla LMSC.

W okulistyce w ostatnich latach wykorzystywane sg wiasne (autologiczne) rabkowe komorki
macierzyste o wysokim potencjale namnazania co, jak wykazano prowadzi do regeneracji
trudno gojacych si¢ lub nawet nie gojacych si¢ ubytkow rogowki.
Przetomem stato si¢ opracowanie i opatentowanie w 2015 roku przez Europejska Agencje
Lekow pierwszego produktu leczniczego terapii zaawansowanej (Advanced Therapy Medicinal
Product - ATMP), tj. preparatu Holoclar, ktorego substancja aktywna sa wlasne, autologiczne
LMSC na membranie fibrynowej uformowanej na ksztatt soczewki kontaktowe;.
Prezentowana w powyzszej pracy technika pobrania i namnazania ragbkowych komorek
macierzystych oraz sposob ich stabilizacji na blonie fibrynowej, ktora nastepnie moze zostac
uzyta w leczeniu uszkodzen i zmian w rogéwce w swoim zatozeniu zmierzala do opracowania
preparatu o analogicznych cechach do wspomnianego preparatu.
Gtowng zaletg takiej formy terapii jest zapewnienie zgodnosci tkankowej w zwigzku z

autologicznym charakterem LMSC, a co za tym idzie eliminacja ryzyka odrzucenia
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przeszczepu komorek lub niepozadanych reakcji o charakterze immunologicznym na
zastosowany materiat komorkowy.

Jej imitacja z kolei jest dostepnos¢ zdrowego rabka rogéwki u pacjenta. W przypadku braku
jednej z gatek ocznych przy jednoczesnym uszkodzeniu rabka w drugim lub w przypadkach
obustronnego objecia rgbka procesem chorobowym (np. oparzenia chemiczne lub termiczne)
nie ma mozliwo$ci pobrania zdrowej tkanki rabka. Ograniczeniem bedzie takze obecnosc
procesu nowotworowego w lokalizacji rabka w oku donorowym, np. czerniaka rabka (fac.
limbal melanoma).

Sam proces pobrania, przesytki do wyspecjalizowanego laboratorium, namnazania pobranych
LMSC oraz przygotowania eksplantu, ktory nastepnie ma by¢ wszczepiony w oku leczonym
wymaga czasu, co takze stanowi czynnik istotny i wplywajacy na dostepnos¢ zaproponowanej
metody. Nie bez znaczenia jest fakt, ze terapia wymaga minimum dwoch znieczulen ogélnych.

Pierwszego w celu pobrania oraz drugiego w celu implantacji LMSC na ptatku kolagenowym.

Eksperymentalne terapie komoérkowe i ich bezpieczenstwo oraz zwiazane z nimi kwestie
etyczne.

W zwigzku z coraz tatwiej dostepnymi informacjami pacjenci znajdujg si¢ pod wpltywem
oddziatywania reklamowego podmiotdéw medycznych $§wiadczacych ustugi w rdéznych
systemach prawnych, takze tymi funkcjonujacymi poza regulacjami polskimi czy
miedzynarodowymi. Powoduje to powstanie niekontrolowanego prawnie rynku produktow
komorkowych niepodlegajacych nadzorowi urzedow regulacyjnych, opierajgcemu si¢ na
marketingu bezposrednim, glownie internetowym (Connolly R, O’Brien T, Flaherty G. 2014).
Terapie komoérkowe w Europie maja status produktu medycznego terapii zaawansowanej
(advanced therapy medicinal product — ATMP) i sg stosowane bez koniecznosci uzyskania
rejestracji centralnej, w ramach zwolnienia szpitalnego (hospital exemption — HE),
uregulowanego rozporzadzeniem (WE) nr 1394/2007 Parlamentu Europejskiego 1 Rady
Europejskiej  (Zdolinska-Malinowska 1. Eksperymentalne terapie komoérkowe —

bezpieczenstwo i kwestie etyczne. 2021).

Zastosowanie terapii musi by¢ poprzedzone uzyskaniem zgody komisji bioetycznej,
ktorej przedstawiany jest przeglad literatury naukowej opisujacy aktualny stan wiedzy w danym
obszarze terapeutycznym, a przystapienie do eksperymentu jest mozliwe tylko w przypadku
tych pacjentow, u ktoérych wyczerpane zostaty inne potwierdzone klinicznie opcje

terapeutyczne (Rozporzadzenie (WE) nr 1394/2007 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
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13 listopada 2007 r. w sprawie produktéw leczniczych terapii zaawansowanej i zmieniajgce
dyrektywe 2001/83/WE oraz rozporzadzenie (WE) nr 726/2004).

Podobnie jak wszystkie inne produkty lecznicze, ATMP-HE muszg by¢ wytwarzane w
rygorze GMP (Good Manufacturing Practice), pod nadzorem odpowiedniej agencji (w Polsce
jest to Gtowny Inspektor Farmaceutyczny — GIF), do ktorej zgtaszane s3 powazne dziatania
niepozadane. Kazde wystapienie ci¢zkiego dzialania niepozadanego skutkuje wszczgciem
kontroli przez GIF. Celem kontroli jest ustalenie zwigzku z zastosowanym produktem. Z tego
wzgledu terapie komodrkowe podawane w ramach ATMP-HE nie sg zaliczane do terapii
niepotwierdzonych (unproven therapies) (Cossu G, Birchall M, Brown T iwsp. Lancet
Commission: Stem cells and regenerative medicine. Lancet 2018; 391: 883-910),
(Rozporzadzenie (WE) nr 1394/2007 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 13 listopada
2007 r. w sprawie produktow leczniczych terapii zaawansowanej i zmieniajace dyrektywe

2001/83/WE oraz rozporzadzenie (WE) nr 726/2004).

Mianem ,,terapii komérkami macierzystymi” okresla si¢ zastosowanie komorek o
zroznicowanych wlasciwosciach biologicznych, uzyskiwanych z réznych tkanek (w tym: z
tkanki thuszczowej, pgpowiny, krwi obwodowej, szpiku, tozyska, miazgi zgbowej, wod i bton
plodowych,), skomercjalizowanych w postaci produktu o réznym stopniu czystosci,
wytwarzanego w rygorze GMP albo poza takim rygorem (Zdolinska-Malinowska I. -
Eksperymentalne terapie komorkowe — bezpieczenstwo i kwestie etyczne. Lekarz POZ, 2021).
Stad preparat zawierajacy komorki pozyskane z tkanki tluszczowej moze by¢ produktem, w
ktérym znajduja si¢ wylacznie MSC namnazane w laboratorium przez wiele tygodni i
kontrolowane pod wzgledem jako$ci (immunofenotypu, stabilno$ci genetycznej, zywotnosci) a
takze mikrobiologicznej i toksykologicznej czystosci preparatu lub mieszaning wytworzong na
zasadzie ekstrakcji i odwirowania sktadajaca si¢ z roznego rodzaju komorek (stromal vascular
fraction — SVF), podawang bez zadnych badan jakosci produktu (Rozporzadzenie (WE) nr
1394/2007 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 13 listopada 2007 r. w sprawie produktow
leczniczych terapii zaawansowanej i zmieniajace dyrektywe 2001/83/WE oraz rozporzadzenie
(WE) nr 726/2004).

Osocze bogatoptytkowe (platelet-reach plasma PRP), podawane w niektorych klinikach
medycyny regeneracyjnej i reklamowane jako analogiczne do terapii komorkowych, nie jest w
rozumieniu $cistym terapig komorkows. Potencjal regeneracyjny PRP jest ograniczony i stabie;j

udokumentowany, a technologia produkcji rodzi te same problemy co stromal vascular fraction
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(SVF) (Ramaswamy Reddy SH, Reddy R, Babu NC, Ashok GN. Stem-cell therapy and platelet-
rich plasma in regenerative medicines: a review on pros and cons of the technologies. J Oral
Maxillofac Pathol 2018; 22: 367-374).

Pod wzgledem wtasciwosci proregeneracyjnych terapiami komérkowymi moze by¢
takze podanie hematopoetycznych albo niehematopoetycznych komoérek mezenchymalnych
(mesenchymal stem/stromal/signalling cells — MSC). Komorki hematopoetyczne podawane ze
wskazan hematologicznych sg terapiami standardowymi. Ze wskazan pozahematologicznych
bywaja podawane w postaci krwi pgpowinowej z korzySciami klinicznymi odnotowywanymi
w badaniach klinicznych na przyktad w leczeniu mézgowego porazenia dziecigcego, jednak w
tym przypadku czynnikiem terapeutycznym sa raczej pozakomoérkowe zwigzki aktywne
biologicznie zawarte w egzosomach i zawieszone w osoczu, jak czynniki wzrostu czy miRNA
rygorem (Zdolinska-Malinowska I. - Eksperymentalne terapie komorkowe — bezpieczenstwo i
kwestie etyczne. Lekarz POZ, 2021). To wilasnie funkcje tych substancji, a nie zdolno$¢ do
réznicowania w tkanki, odpowiadajg za regeneracyjne dziatanie MSC. Komoérki macierzyste
(MSC) nie sg skoniczonym produktem, poniewaz odbierajg bodzce ze Srodowiska i odpowiadaja
na nie zaleznie od sytuacji. Liczba opisanych do dnia obecnego zwigzkéw wydzielanych przez
komorki macierzyste zbliza si¢ do 1000 (www.exocarta.org), co jest zaskakujaco zgodne z
liczbg prowadzonych badan klinicznych, a to z kolei sugeruje, ze nadal jesteSmy daleko od
odkrycia pelnego ich spektrum (Nitzsche F, Miiller C, Lukomska B i wsp. Concise review:
MSC adhesion cascade-insights into homing and transendothelial migration. Stem Cells 2017),
(Ullah M, Liu DD, Thakor AS i wsp. Mesenchymal stromal cell homing: mechanisms and
strategies for improvement. iScience 2019). Ponadto wykazuja one takze odmienne
mechanizmy dziatania. Wchodza miedzy innymi w bezpos$rednie interakcje komorka—komorka
przekazujac innym komoérkom struktury, takie jak miRNA czy mitochondria. Oznacza to, ze
MSC sa nie tyle lekiem, co fabryka lekéw, dostosowujaca si¢ do potrzeb in situ, dlatego nie
mozna ich zastosowania we wszystkich wskazaniach uwaza¢ za podanie tego samego,
wystandaryzowanego produktu (Zdolinska-Malinowska 1. - Eksperymentalne terapie

komorkowe — bezpieczenstwo i kwestie etyczne. Lekarz POZ, 2021).
Bezpieczenstwo

Profil bezpieczenstwa stosowania MSC jest oceniany od okoto blisko 25 lat. W tym czasie w
prawie 1000 badan klinicznych zarejestrowanych pod amerykanska legislacjg preparaty

zawierajace MSC podano u ludzi w przypadku okoto 10 000 pacjentow w 188 badaniach fazy
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pierwszej lub drugiej, a jedynie dziesie¢ z tych badan przeszlo do fazy trzeciej
(www.clinicaltrials.gov, https://celltrials.org/public-cells-data/msc-trials-2011-2018/65). Jest
to liczba porownywalna z liczbg pacjentow, ktorzy otrzymali szpik kostny lub wyizolowane z
niego krwiotwoércze komorki macierzyste przez 25 lat stosowania tej uznanej dzi§ metody
leczenia. Analiza publikacji dotyczacych MSC zamieszczonych w recenzowanych
czasopismach do sierpnia 2017 r., przeprowadzona na tacznej liczbie 2001 pacjentéw z 53
chorobami, wykazata brak trwalych dzialan niepozadanych, w tym nowotworéw czy
odrzucenia komoérek MSC izolowanych z galarety Whartona (Can A, Celikkan FT, Cinar O.
Umbilical cord mesenchymal stromal cell transplantations: A systemic analysis of clinical
trials. Cytotherapy 2017). Podanie innych typow komorek wigzato si¢ natomiast z przypadkami
wystepowania powiktan. Dotychczas opublikowano jeden artykul przegladowy opisujacy
zdarzenia niepozadane Stwierdzone po podaniu roéznych typow komoérek. Odnotowano
doniesienia o0 wystgpieniu powaznych dzialan niepozadanych (SAE) u 19 pacjentow w
literaturze 1 16 doniesien w wiadomosciach prasowych. Ponadto w 2010 r. odnotowano jeden
zgon 18-miesigcznego dziecka po podaniu komorek ze szpiku ,,domoédzgowo” z powodu

krwotoku wewnetrznego (https://www.bionews.org.uk/page_92986).

Trzy przypadki utraty wzroku opisane w powyzszym artykule byly skorelowane. Nastapily one
W odstepie kilkudniowym, po podaniu w tej samej klinice produktu SVF (czyli mieszaniny
komorek, a nie leku ATMP) podsiatkowkowo lub do ciata szklistego (Zdolinska-Malinowska
I. - Eksperymentalne terapie komorkowe — bezpieczenstwo i kwestie etyczne. Lekarz POZ,
2021).

Standardowe terapie komodrkowe takze bywaja przyczyna powaznych dzialan
niepozadanych rowniez zagrazajacych zyciu (Rapoport AP, Rowe JM, Packman CH, Ginsberg
SJ. Cardiac arrest after autologous marrow infusion. Bone Marrow Transplant 1991), a czesto$¢
wystepowania powiktan rzedu 3 na 886 (0,34%) czy 3 na 1125 (0,27%) podan homologicznych
jest porownywalna z czestos$cig notowang po podaniach produktow wytworzonych przez Polski
Bank Komorek Macierzystych w zastosowaniach niehomologicznych. Odrgbng kwestig jest
jednak to, czy zdarzenia niepozadane zwigzane z terapiami komorkowymi sa wlasciwie

raportowane.

Sposrod 351 Klinik oferujacych terapie komorkowe w USA w latach 2015 - 2019 z rynku
zniknety 52 firmy (15%), a kolejnych 36 (10%) przestalo oferowaé terapie komorkowe,

czgsciowo w zwigzku z krokami podjetymi przez Food and Drug Administration (FDA) w celu
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ukrdcenia nielegalnych praktyk, co jest zjawiskiem pozytywnym, ale moze takze utrudniaé
monitorowanie  zdarzen niepozadanych  (https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/67/wr/
mm6750a5.htm), (Knoepfler PS. Rapid change of a cohort of 570 unproven stem cell clinics in
the USA over 3 years. Regen Med 2019).

W Polsce, po podaniach produktow wytworzonych przez Polski Bank Komorek Macierzystych
doszto do 7 cigzkich zdarzen niepozadanych na 1451 pacjentow (5499 podan), przy czym 3 z
nich (odwarstwienie siatkdwki) wystapity w chorobach, ktére same z siebie grozag takim
zdarzeniem. W kazdym z przypadkow kontrola GIF wykazata, Ze nie mialy one zwiazku z wada
samego produktu (Zdolinska-Malinowska 1. - Eksperymentalne terapie komorkowe -
bezpieczenstwo i kwestie etyczne. Lekarz POZ, 2021). Leki bgdace alternatywa dla terapii
komorkowych réwniez nie sa wolne od dzialan niepozadanych. W badaniach klinicznych z
wykorzystaniem terapii komorkowych 20% zdarzen niepozadanych bylo zwigzane nie tyle z
zastosowaniem badanego preparatu, ale brakiem aktywnej kontroli, i byt to najwyzszy odsetek
wsrod wszystkich klas lekow, co wskazuje, jak trudng materig sg choroby leczone tymi
metodami (Olivier P, Gimbert A, Colin AL i wsp. Serious adverse drug events related to non-
investigational drugs in academic clinical trials: another source of safety data for risk

assessment? Br J Clin Pharmacol 2016).
Terapie komorkowe w badaniach klinicznych

Nie ulega watpliwosci, ze zaSlepione 1 randomizowane badania kliniczne stanowig
dowod wysokiej jakosci, ktory przewyzszaja wytacznie metaanalizy takich badan oraz badania
rejestrowe. Okolo 1000 badan klinicznych oceniajacych terapie komorkowe wcigz si¢ toczy,
ale opublikowane wyniki dotycza mniejszosci. Rejestracja kazdej terapii eksperymentalnej jako
badania klinicznego nie jest mozliwa, poniewaz zdecydowana wigkszo$¢ wskazan, w jakich
znajdujg zastosowanie terapie komorkowe, to choroby niszowe albo niejednorodne klinicznie.
Z fazy badan klinicznych do komercjalizacji przechodzi okoto 5-10% lekdéw. Z czternastu
lekéw komorkowych dopuszezonych do obrotu dwoch wytworcow wycofato si¢ ich z produke;i
po dopuszczeniu na rynek (ChondroCelect 1 MACI) z przyczyn ekonomicznych. W zwiazku z
brakiem zainteresowania duzych koncernéw farmaceutycznych wytwarzaniem produktow
medycznych terapii zaawansowanej zwolnienia szpitalnego (ATMP- HE) zajmujg si¢ tym mate
i $rednie przedsigbiorstwa, ktore nie mogg sobie pozwoli¢ na uruchamianie badania klinicznego
w kazdym ze wskazan. Randomizowane badania kliniczne nie sg jednak jedynym rodzajem

dowodu naukowego znajdujagcym sie w piramidzie evidence-based medicine (EBM). Jak

137


https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/67/wr/%20mm6750a5.htm
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/67/wr/%20mm6750a5.htm

zauwazyli Wootton 1 wsp. wiekszos¢ solidnie ugruntowanych postgpowan w medycynie nigdy
nie zostata oceniona w randomizowanych badaniach klinicznych (Wootton SH, Evans PW,
Tyson JE. Unproven therapies in clinical research and practice: the necessity to change the
regulatory paradigm. Pediatrics 2013). Tymczasem juz w 1977 r. Eisenberg zwrocil uwagg, ze

zaniechanie dziatania rodzi nie mniejsze konsekwencje etyczne niz jego podjecie.

Kwestie etyczne

Ocena stosunku potencjalnych korzysci z leczenia do zwigzanego z nim ryzyka lezy w zakresie
odpowiedzialnosci zawodowej lekarza prowadzacego eksperyment oraz wolnej decyzji
pacjenta lub w przypadku medycyny weterynarynarfyjnej opieckuna pacjenta, ktory (o ile nie
jest ubezwlasnowolniony) ma etyczne 1 stanowione innymi regulacjami prawo do
samodzielnego podejmowania decyzji w zakresie zarzadzania wlasnym majatkiem w celu

podjecia dziatan dajacych szans¢ na wydtuzenie zycia i poprawe jego jakoSci.
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6. Whnioski

1. Opracowano protokot pobierania materiatu pozwalajacy na wykorzystanie go do

hodowlii komoérkowych

2. W toku przeprowadzonych badan ustalono, ze mozliwe jest namnozenie i
ustabilizowanie na podtozu kolagenowym komoérek LMSC pobranych z ragbka

rogowki psa i kota.

3. Wykazano, ze mozliwe jest pobranie, namnozenie i ustabilizowanie na podtozu
kolagenowym LMSC pozyskanych rowniez od pacjentow w zaawansowanym wieku
oraz od pacjentow, ktorych oko donorowe objete byto procesem chorobowym jak

jaskra i rozleglty wrzod rogéwki.

4. Na jakos$¢ pozyskanego od dawcy materiatu komorkowego nie mialy istotnego
wplywu takze choroby poza okulistyczne wystgpujace u dawcow w chwili pobrania

fragmentu rabka.

5. Opracowano w petni powtarzalng metod¢ przygotowania materiatu no$nikowego z
jednorodna warstwa komorek macierzystych pochodzacych z rabka rogowkowego

(LMSC), ktéry moze by¢ implantowany na rogowke.
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7. Streszczenie.

Ciezkie urazy i owrzodzenia rogoéwki stanowia jedng z najczgstszych przyczyn pogorszenia
jakosci widzenia, a nawet Slepoty. W wielu przypadkach konieczne jest leczenie chirurgiczne
w postaci keratoplastyki, przeszczepu spojowkowo-rogéwkowego lub przeszczepu spojowki, a
jesli uszkodzenie jest bardziej rozlegle i obejmuje obszar rabka, moze prowadzi¢ do niedoboru
komorek macierzystych rabka (LSCD). W takich przypadkach sam przeszczep rogéwki lub jej
uzupetnienie materiatami protetycznymi lub spojowka nie bedzie wystarczajaca metoda
leczenia. Jedynym skutecznym sposobem leczenia podobnych uszkodzen jest przeszczep
tkanki rabka lub przeniesienie nablonkowych komoérek macierzystych rgbka (LMSC). Chociaz
donoszono takze o korzystnych efektach allogennego przeszczepu rabka, niedobor tkanki ragbka
1 silna odpowiedZz immunologiczna na alloprzeszczep sa gtdéwnymi przeszkodami w takich
protokotach leczenia. Dlatego bardziej obiecujaca metodg leczenia jest przeszczep rabkowych
komorek macierzystych LMSC. Alternatywnym zrodtem komorek macierzystych do
regeneracji powierzchni oka sag mezenchymalne komoérki macierzyste (MSC). Komorki te
mozna stosunkowo tatwo otrzymac¢ w wystarczajacej ilosci z roznych typow tkanek (np. szpiku
kostnego, tkanki tluszczowej) i namnaza¢ in vitro do autologicznego zastosowania. Nie ma
jednak jak dotad bezposrednich dowodoéw na to, ze MSC moga wspomagac gojenie 1
regeneracj¢ uszkodzonej tkanki rogoéwki tak skutecznie, jak specyficzne tkankowo
LMSC. Znaczaca czg$¢ badanych terapii z wykorzystaniem MSC opierato si¢ na miejscowym
ich podawaniu bez naruszenia ciagtosci Sciany gatki ocznej lub na iniekcjach okotogatkowych
oraz na podaniach dozylnych. Ze wzgledu na histofizjologi¢ rogdwki okazalo sig, ze aplikacja
MSC do wnetrza oka jest postgpowaniem ryzykownym bez istotnych przewidywanych
korzysci dla rogowki. Powyzsze fakty oraz konieczno$¢ utrzymania odpowiednio dtugiego i
Scistego kontaktu transplantowanych LMSC z tozyskiem uszkodzonej rogdwki powoduja
potrzebe zastosowania nosnika umozliwiajacego przyleganie 1 migracj¢ komorek. Podloze
powinno takze dostarcza¢ czynniki stymulujagce wzrost jak zwigzki organiczne czy bodzce
fizyczne oraz umozliwia¢ dyfuzje sktadnikow odzywczych oraz innych wytwarzanych
substancji, a takze utrzymywaé odpowiednie parametry mechaniczne i fizykochemiczne,

sprzyjajace integracji i dalszemu rozwojowi tkanki.
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Badania nad terapiami komoérkowymi w medycynie prowadzone sa od ponad
¢wieré¢wiecza, ale pomimo intensywnego, wieloletniego zaangazowania instytucji naukowych
na rynku dostepny jest dotychczas tylko jeden opatentowany ATPM (produkt leczniczy terapii
zaawansowanej - Advanced Therapy Medicinal Product) zatwierdzony w 2015 r. przez
Europejska Agencje Lekow, tj. preparat Holoclar.

Roéwniez medycyna weterynaryjna zmagajaca si¢ z podobnymi problemami w terapii
rogowki poszukuje swojej drogi na polu terapii regeneracyjnych w przypadkach uszkodzen,
zmian zwyrodnieniowych i blizn rogéwkowych oraz trwatych uszkodzen rabka.

Celem niniejszej pracy byla ocena klinicznych i technologicznych mozliwo$ci opracowania
metody pozyskiwania ragbka rogowki od psa domowego (Canis lupus familiaris) i kota (Felis
catus) i ustabilizowania jednorodnej warstwy komorek macierzystych rabka na podlozu
umozliwiajacym ich przeniesienie i utrzymanie na leczonej powierzchni rogowki.

Zalozeniem bylo takze uzyskanie szybkiej adhezji komorek do powierzchni wzrostowej
niezaleznie od ilo$ci 1 jako$ci materiatu, oraz uzyskanie w ciggu 72 godzin proliferujacych
komorek hodowli pierwotnej dla minimum 90% izolacji. Zastosowana substancja musiata
spelnia¢ wymagania prawne dla surowcéw farmaceutycznych. Wezesniejsze do§wiadczenia
wskazywaly na stabg adhezje¢ izolowanych komorek 1 eksplantéw do standardowych
powierzchni wzrostowych, a proces zazwyczaj byt dlugotrwatly (okoto 2 tygodni) i cechowat
si¢ niska powtarzalnoscia.

Celem pracy badawczej byla zatem modyfikacja powierzchni wzrostowej w celu
uzyskania szybkiej adhezji eksplantow, oraz migracji komoérek na powierzchni¢ wzrostowa.
W ramach prowadzonych badan uzyskalismy w pelni powtarzalng metod¢ wytworzenia
prototypu preparatu inzynierii tkankowej w postaci autologicznych LMSC na membranie
kolagenowej uformowanej na ksztatt soczewki kontaktowej gotowy do implantacji u pacjenta.
Prowadzone przez nas badania wykazaly, ze pobrane fragmenty ragbka zawierajace LCMS
transportowane do laboratorium do 72 godzin stanowig dobry material wyjsciowy do procesu
izolacji i namnazania LMSC.

W trakcie badan wyizolowano rabek od 20 pacjentéw; w tym 8 kotéw (5 samic i1 3
samce) oraz 12 psow (6 samic i 6 samcow). W grupie kotow wiek dawcoéw wahat sie¢ od 3 do
20 lat. Najmtodszy pies mial 10 miesiecy, a najstarszy 16 lat. Cze$¢ dawcow (8 psow 1 1 kot)
byta w trakcie leczenia okulistycznego, ktore na skutek ciezkosci procesu zakonczylo sig
enukleacja. W dwoch przypadkach (1 kot i 1 pies) pobrano rabek od pacjenta bezposrednio po
mechanicznym urazie gatki ocznej. W 3 przypadkach (2 psy i 1 kot) rabek pobrano od
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pacjentdOw z rozpoznaniem nowotworzenia w obrebie gatki ocznej. W jednym przypadku (1
kot) oko, z ktérego pobrano rabek nosito cechy atrofii pozapalnej (rozlegte zmiany w rogdéwce
1 zmniejszenie gatki ocznej). U jednego z kotow w chwili pobrania rabka stwierdzano objawy
Zakaznego zapalenia otrzewnej (FIP). U 4 psow stwierdzano r6znego stopnia problemy
kardiologiczne. U 4 dawcoéw (4 psy) w historii leczenia wystgpowata choroba nowotworowa
bez zwigzku z objawami okulistycznymi (u 2 psoéw aktywna faza choroby nowotworowej o
charakterze pozaokulistycznym).

Badania pozwolily takze na stwierdzenie, ze mozliwe jest pobranie, namnozenie i
ustabilizowanie na podlozu kolagenowym LMSC pozyskanych takze od pacjentow w
zaawansowanym wieku oraz od pacjentow, ktorych oko donorowe objete bylo procesem
chorobowym jak jaskra i rozleglty wrzdd rogdéwki.

Badania wykazaty, Ze na jako$¢ materialu komoérkowego nie mialy istotnego wplywu
choroby pozaokulistyczne wystepujace u dawcow w chwili pobrania fragmentu rabka.
Kolejnym krokiem bedzie wprowadzenie wytworzonego przez nas prototypu inzynierii

komoérkowej w ramach terapii eksperymentalne;.
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8. Abstract.

Severe corneal injuries and ulcerations are one of the most common causes of impaired vision
and even blindness. Surgical treatment in the form of keratoplasty, conjunctival grafting, or
prosthetic material use is required in many cases, but if the damage is more extensive and
involves the limbal area, it can lead to limbal stem cell deficiency (LSCD). In such cases,
corneal transplant alone or its supplementation with prosthetic materials or conjunctiva will not
be a sufficient method of treatment. The only effective treatment for such damage might be the
limbal tissue transplantation or limbal mesenchymal stem cell (LMSC) transfer. Although
beneficial effects of allogeneic limbal transplantation have also been reported, the scarcity of
limbal tissue and the strong immune response to allograft are major obstacles to such treatment
protocols. Therefore, a more promising treatment seems to be the LMSC limbal stem cell
transplantation. An alternative source of stem cells for ocular surface regeneration is
mesenchymal stem cells (MSCs). These cells can be relatively easily obtained in sufficient
amounts from various types of tissues (eg, bone marrow, adipose tissue) and propagated in vitro
for autologous use. However, there is as yet no direct evidence that MSCs can promote the
healing and regeneration of damaged corneal tissue as effectively as tissue specific LMSCs. A
significant part of the studied therapies with the use of MSCs was based on their local
administration without disturbing the continuity of the eyeball wall, or on periorbital injections
and intravenous administration. Due to the histophysiology of the cornea, intraocular
application of MSCs has proven to be a risky procedure with no significant expected benefits
for corneal treatment. The above facts and the need to maintain sufficiently long and close
contact between the transplanted LMSCs and the damaged corneal bed result in the need to use
a carrier that enables cell adhesion and migration. The substrate should also provide growth-
stimulating factors, such as organic compounds or physical stimuli, and enable the diffusion of
nutrients and other produced substances, as well as maintain appropriate mechanical and
physicochemical parameters, conducive to integration and further development of the tissue.
Research on cell therapies in medicine has been conducted for over a quarter of a century, but
despite the intensive, long-term involvement of scientific institutions, there is only one patented
ATPM (Advanced Therapy Medicinal Product) approved in 2015 by the European Medicines
Agency is Holoclar.

Veterinary medicine struggling with similar problems in corneal therapy is looking for
its way in the field of regenerative therapies in cases of damage, degenerative changes and

corneal scars as well as permanent damage to the limbus.
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The aim of this study was to evaluate the clinical and technological possibilities of developing
a method of obtaining limbal stem cells from a domestic dog (Canis lupus familiaris) and a cat
(Felis catus) and stabilizing a homogeneous layer of limbal stem cells on a substrate that allows
their transfer and maintenance on the treated surface of the cornea.

The assumption was also to obtain fast adhesion of cells to the growth surface,
regardless of the quantity and quality of the material, and to obtain proliferating cells of the
primary culture for a minimum of 90% isolation within 72 hours. The substance used must have
meet legal requirements for pharmaceutical raw materials. Previous experience indicated poor
adhesion of isolated cells and explants to standard cells growth areas, and the process was
usually long (about 2 weeks) and characterized by low repeatability.

Therefore, the aim of the research work was to modify the growth surface in order to
obtain fast adhesion of explants and cell migration to the growth surface.

As part of the conducted research, we obtained a fully reproducible method of
producing tissue engineering prototype in the form of autologous LMSCs on a collagen
membrane formed in the shape of a contact lens ready for implantation in a patient.

Our research has shown that the collected fragments of the limbus containing LCMS,
transported to the laboratory for up to 72 hours, are a good starting material for the isolation
and multiplication of LMSCs.

During the study, the limbus was isolated from 20 patients: including 8 cats (5 females
and 3 males) and 12 dogs (6 females and 6 males). In the group of cats, the age of the donors
ranged from 3 to 20 years. The youngest dog was 10 months old and the oldest 16 years old.
Some of the donors (8 dogs and 1 cat) were undergoing ophthalmological treatment, which
ended in enucleation due to the severity of the process. In two cases (1 cat and 1 dog) the limbus
was taken from the patient immediately after mechanical trauma to the eyeball. In 3 cases (2
dogs and 1 cat), the limbus was taken from patients diagnosed with tumors within the eyeball.
In one case (1 cat), the eye from which the limbus was taken showed signs of post-inflammatory
atrophy (extensive changes in the cornea and reduction of the eyeball size). One of the cats had
symptoms of Infectious Peritonitis (FIP) at the time of the limbus retrieval. Cardiac problems
of varying degrees were found in 4 dogs. In 4 donors (4 dogs) in the history of treatment there
was a neoplastic disease unrelated to ophthalmic symptoms (in 2 dogs the active phase of extra-
ophthalmological neoplastic disease).

The research also allowed to conclude that it is possible to collect, multiply and stabilize
LMSCs obtained from elderly patients and from patients whose donor eye was affected by a

disease process such as glaucoma and an extensive corneal ulcer on a collagen substrate.
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The studies showed that the quality of the cellular material was not significantly affected
by extra-ophthalmic diseases occurring in the donors at the moment of limbal fragment
collection. The next step will be the introduction of the cell engineering prototype we have

developed as part of an experimental therapy.
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9. Indeks skrotow

ACVIM - Amerykanski Koledz Medycyny Wewnetrznej (American College of Veterinary
Internal Medicine)

AdMSC - Komorki macierzyste pochodzace z tkanki thuszczowej (Adipose Derived
Mesenchymal Stem Cells)

ATMP - Produkt medycznej terapii zaawansowanej - (Advanced Therapy Medicinal
Product)

ATMP-HE - Produkt medycznej terapii zaawansowanej - (Advanced Therapy Medicinal
Product) zwolnienia szpitalnego (Hospital Exemption — HE)

CAOMECS - Hodowane autologiczne arkusze komorek nabtonka btony $§luzowej jamy
ustnej — (Cultured Autologous Oral Mucosal Epithelial Cell Sheet)

CCT - Przeszczep spojowkowo-rogéwkowy — (Corneo-Conjunctival Transposition)
CLET - Transplantacja nabtonka rgbka hodowanego ex vivo - (Limbal Epithelial
Transplantation)

CLX - Poprzeczne sieciowanie - (cross-linking)

CT — Autoprzeszczep spojowkowy - (Conjunctival Transposition)

EBM - Medycyna oparta na dowodach - (Evidence-Based Medicine)

E-PRP - Osocze bogatoptytkowe - (Eye Platelet Rich Plasma)

ESC — Embrionalne komoérki macierzyste — (Embrionic Stem Cells)

EVs - Pecherzyki zewnatrzkomorkowe - (Extracellular Vesicles)

FHV-1 — Koci Herpeswirus typu 1 — (Feline HerpesVirus Type 1)

GAG - Glikozaminoglikany

GIF - Gtowny Inspektor Farmaceutyczny

GMP - Dobra praktyka produkcyjna - (Good Manufacturing Practice)

iPSC - Indukowane pluripotentne komorki macierzyste (Induced Pluripotent Stem Cells)
ISCT — Migdzynarodowe Stowarzyszenie Terapii Komorkowych - (International
Society for Cellular Therapy)

KCS — Suche zapalenie rogowki i spojowek — (Kerato-Conjunctivitis Sicca)

LMSC - Mezenchymalne komoérki macierzyste rabka rogéwki - (Limbal Mesenchymal Stem
Cells)
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LSCD - Deficyt komorek mezenchymalnych ragbka - (Limbal Stem Cells Deficiency)
MSC - Mezenchymalne komoérki macierzyste — (Mesenchymal Stem Cells)

PNN - Przewlekta niewydolno$¢ nerek

PRP - Osocze bogatoptytkowe - (Platelet-Reach Plasma)

SAE - Powazne dzialania niepozadane - (Serious Adverse Events)

SLET - Prosty przeszczep nabtonka rabka (Simple Limbal Epithelial Transplantation)
SVF - Heterogenny zbiér komorek zawartych w tkance thuszczowej, ktory jest tradycyjnie
izolowany przy uzyciu enzymow, takich jak kolagenaza - (Stromal Vascular Fraction)
TAC - Wczesne przejsciowe komorki amplifikujace - (Transit-Amplifying Cells)
UCB - Krew pgpowinowa - (Umbilical Cord Blood)

ZS0O — Zesp6t Suchego Oka
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i 2%

PRZ’I:CMODNM WETERYNA|
INA
RETINA " wE /
S0 Stefanowic, 2
s Kt S ‘
3 . tel: 696
blum@wumymn-ukuns?u.p? 2

& I
rasatrodzaj WIRRON WP L i
wiek 5 \ex
ple¢ 9
identyfikacja dawcy 0.\1@\&\\'\
tkanka
rgbek rogowki
strona

I prawa

lokalizacja pobranej tkanki

o e e

Protokél z pobrania materialu do izolacji

Pobranie: \to :

Data: WOy | Godzina: \l'ﬁ Operator:
Podmiot leczniczy:
PRM"ODINIIﬁ ﬁsﬁ‘z’wmm‘m
Pawet
30433 xnkg':ff.fns:'y,kﬂ 3 “aee W\\* QRN
""f;nfr?eﬁff,’,f;.““m?gons e . %S & S8
r2-okulista.pl \ROIIRS el
tkanki = i
reialrodeg P
wiek \Q s
ple¢ 0,1
identyfikacja dawcy
OAAHW W
tkanka
rabek rogdwki
strona
I prawa
lokalizacja pobranej tkanki N
M ‘m&\x\ \W\?\n
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ialu do izolacji

Pobranie: \x\ ‘

N Godzina: N
een | I\

Podmiot leczniczy:

PRZYCHODNIA WETERYNARYJNA
RETINA

awet Stefanowics

Operator:

zapis W/ W&\m&\u\

30-433 Krakaw, ul. Szyili..ga 3
S o e
T 7 < *
rasa/rodzaj o RE
wick W ‘»:\)*)
ple¢ o7
identyfikacja dawcy 0\‘;39'5\1,\\
i rqbek rogowki
i lewa / @
lokalizacja pobranej tkanki % S { N,

Protokél z pobrania materialu do izolacji

Pobranie: \& ’

1
Data: ] Godzina: %\Q Operator: ) ; ‘
1941~ 44 7 //
Podmiot leczniczy: / @
PmlloanA WET
RETINA" """ A PSR R S
Pawet Stefanowic, \ Q q W
e 793575 Spliga 3
bium@wmrynan'.'oh‘um'p?ls
pochodzenie gatunek M
ki 3
e rasa/rodzaj daln Y
wiek 5\
ple¢ q{
identyfikacja dawcy RIS
o rabek rogdwki
o dewa>/ prawa
lokalizacja pobranej tkanki % \ E N
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Protokol z pobrania materialu do izolacji

Pobranie: \% :

odzi i~
Data: Godzina: "N Operator:
S | A
Podmiot leczniczy: : Z -
PRZYCHODNIA WETERYNARYJNA < Z? :
Pzw!:lES’kI}a% zapis —
173 e
SnEeniaket, B L S ey
biuro@weterynarz-ckulista.pl

.l.l.(:nki > ™

rasa/rodzaj AP Nk

wick \& sk

i %

identyfikacja dawcy N

AMREAVIN
tkanka
rqbek rogowki
strona
lewa / /prawa
lokalizacja pobranej tkanki

Protokél z pobrania materialu do izolacji

Pobranie: m

Data: “).m.uf [éodzina: 0 S

Operator:

Podmiot leczniczy:

PRZYCHODNIA WETEF" NARYINA
RETINA

Pawet Stefanowirz

0-433 Kralcow, ul Soylign 3

3
NIP: 9441793572, tel.: 696

NJ
i ahdione e et W Mmanom

biuro@weterynarz-ckulista p! W“‘”“W\Q&
tkanki i ok

TILT) Wbe Wiluutes
wiek oy \\ \&&
ple¢ q
e NN
tkanka

rabek rogowki
i prawa
lokalizacja pobranej tkanki

i W s
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