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7. Streszczenie.

Ciezkie urazy 1 owrzodzenia rogowki stanowia jedna z najczestszych przyczyn pogorszenia
jakosci widzenia, a nawet Slepoty. W wielu przypadkach konieczne jest leczenie chirurgiczne
w postaci keratoplastyki, przeszczepu spojowkowo-rogowkowego lub przeszczepu spojowki, a
jesli uszkodzenie jest bardziej rozlegte 1 obejmuje obszar rabka, moze prowadzi¢ do niedoboru
komorek macierzystych rabka (LSCD). W takich przypadkach sam przeszczep rogowki lub jej
uzupelnienie materiatami protetycznymi lub spojowka nie bedzie wystarczajaca metoda
leczenia. Jedynym skutecznym sposobem leczenia podobnych uszkodzen jest przeszczep
tkanki rabka lub przeniesienie nablonkowych komorek macierzystych rabka (LMSC). Chociaz
donoszono takze o korzystnych efektach allogennego przeszczepu rabka, niedobor tkanki rabka
1 silna odpowiedz immunologiczna na alloprzeszczep sa gtownymi przeszkodami w takich
protokotach leczenia. Dlatego bardziej obiecujacg metoda leczenia jest przeszczep ragbkowych
komoérek macierzystych LMSC. Alternatywnym zrodtem komorek macierzystych do
regeneracji powierzchni oka sa mezenchymalne komoérki macierzyste (MSC). Komorki te
mozna stosunkowo tatwo otrzymac w wystarczajacej ilosci z roznych typoéw tkanek (np. szpiku
kostnego, tkanki thuszczowej) 1 namnaza¢ in vitro do autologicznego zastosowania. Nie ma
jednak jak dotad bezposrednich dowodow na to, ze MSC moga wspomaga¢ gojenie i
regeneracj¢ uszkodzonej tkanki rogowki tak skutecznie, jak specyficzne tkankowo
LMSC. Znaczaca czg$¢ badanych terapii z wykorzystaniem MSC opierato si¢ na miejscowym
ich podawaniu bez naruszenia cigglosci $ciany gatki ocznej lub na iniekcjach okotogatkowych
oraz na podaniach dozylnych. Ze wzgledu na histofizjologie rogowki okazato sie, ze aplikacja
MSC do wnetrza oka jest postgpowaniem ryzykownym bez istotnych przewidywanych
korzysci dla rogowki. Powyzsze fakty oraz konieczno$¢ utrzymania odpowiednio dtugiego 1
scistego kontaktu transplantowanych LMSC z tozyskiem uszkodzonej rogowki powoduja
potrzebe zastosowania nosnika umozliwiajacego przyleganie i migracj¢ komorek. Podloze
powinno takze dostarcza¢ czynniki stymulujgce wzrost jak zwigzki organiczne czy bodzce
fizyczne oraz umozliwia¢ dyfuzje sktadnikow odzywczych oraz innych wytwarzanych
substancji, a takze utrzymywac¢ odpowiednie parametry mechaniczne i fizykochemiczne,

sprzyjajace integracji i dalszemu rozwojowi tkanki.
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Badania nad terapiami komorkowymi w medycynie prowadzone sg od ponad
¢wieréwiecza, 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.

Réwniez 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 byta ocena klinicznych i technologicznych mozliwos$ci opracowania
metody pozyskiwania rabka rogéwki od psa domowego (Canis lupus familiaris) i kota (Felis
catus) 1 ustabilizowania jednorodnej warstwy komoérek macierzystych rabka na podiozu
umozliwiajacym ich przeniesienie 1 utrzymanie na leczonej powierzchni rogdwki.

Zalozeniem bylo takze uzyskanie szybkiej adhezji komorek do powierzchni wzrostowej
niezaleznie od ilosci 1 jakosci 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 staba adhezj¢ izolowanych komorek 1 eksplantow do standardowych
powierzchni wzrostowych, a proces zazwyczaj byt dtugotrwaly (okoto 2 tygodni) i cechowat
si¢ niskg powtarzalnoscia.

Celem pracy badawczej byta zatem modyfikacja powierzchni wzrostowej w celu
uzyskania szybkiej adhezji eksplantow, oraz migracji komorek 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 ksztalt soczewki kontaktowej gotowy do implantacji u pacjenta.
Prowadzone przez nas badania wykazaty, ze pobrane fragmenty rabka 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 pacjentow; w tym 8 kotow (5 samic 1 3
samce) oraz 12 psow (6 samic 1 6 samcow). W grupie kotow wiek dawcoéw wahat si¢ od 3 do
20 lat. Naymtodszy pies mial 10 miesiecy, a najstarszy 16 lat. Czes¢ dawcow (8 psow 1 1 kot)
byta w trakcie leczenia okulistycznego, ktére na skutek cigzkosci procesu zakonczylo sie
enukleacja. W dwoch przypadkach (1 kot 1 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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pacjentdw z rozpoznaniem nowotworzenia w obrebie gatki ocznej. W jednym przypadku (1
kot) oko, z ktorego pobrano rabek nosito cechy atrofii pozapalnej (rozlegle zmiany w rogdéwce
1 zmniejszenie gatki ocznej). U jednego z kotéw w chwili pobrania rabka stwierdzano objawy
Zakaznego zapalenia otrzewnej (FIP). U 4 psow stwierdzano réznego stopnia problemy
kardiologiczne. U 4 dawcédw (4 psy) w historii leczenia wystepowata choroba nowotworowa
bez zwigzku z objawami okulistycznymi (u 2 psow aktywna faza choroby nowotworowej o
charakterze pozaokulistycznym).

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

Badania wykazaly, ze na jako$¢ materiatu komorkowego nie mialy istotnego wplywu
choroby pozaokulistyczne wystepujace u dawcow w chwili pobrania fragmentu rabka.
Kolejnym krokiem bedzie wprowadzenie wytworzonego przez nas prototypu inzynierii

komorkowej w ramach terapii eksperymentalne;j.
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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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