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Summary:

PRACE DOSWIADCZALNE

Purpose: We analyse effectiveness of corneal limbal cells' culture prepared from heart-beating organ donors, that
include living donors and from cadaver donors buttons following 3 days storage in 4°C in Likorol.

Material and methods: For experiment 12 adults (living and heart-beating organ donors) aged 28-63 (mean 46.3)
and 12 corneal buttons of cadaver (aged 18-51, mean 34.1) were qualified. Tissue samples (1 mm2) were taken
from superior corneal limbus. Sample from living donor obtained during routine operation was sent immediately to
laboratory, as well as from heart-beating organ donor. The limbal biopsy of preserved cornea was taken after 3 days
storage in 4°C (Likorol). Samples were treated with trypsin / EDTA solution before culture. Collected cells in similar
density in 1 ml of medium laid on dishes inserts, covered with fibrin (Tissucol) and cultured in presence of feeder
layer of fibroblasts (L929 line). Epithelial cells were cultured for 14 days at 37°C in humidified 5% CO, atmosphere
in supplemented 2:1 mixture of DMEM and Hams F12. On the 14th day cells were collected. Number of cells per
1 ml of medium was counted by cytometer. Inmunostaining for epithelium type (Keratin 3) was performed.
Results: The number of cells obtained from cadaver donors reached 184.2+14.9% whereas from living donors
revealed 1013.1%104.2%, increase in relation to number of delivered cells. We observed only 0.83=0.3 colonies
per microscopic area in cultures from preserved tissue versus 6.67 +0.6 colonies in cultures from living donor.
Conclusions: The preservation in 4°C in Likorol significantly decreases proliferative potential of the corneal limbus.

Stowa kluczowe: nabtonek rogéwki, komérki macierzyste rabka, hodowla tkankowa.
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Podstawowym warunkiem dobrej ostrosci wzroku jest prze-
zierno$¢ osrodkdw optycznych, przez ktore widziany obraz dociera
do Swiatfoczutych komoérek siatkowki. Pierwszg barierg miedzy
$rodowiskiem zewnetrznym a organizmem, ktorg pokona¢ muszg
fotony, jest rogowka. Ta beznaczyniowa tkanka, pokryta piecio-
warstwowym nabfonkiem jest kluczowym elementem uktadu
okreslanego terminem ,powierzchnia oka”. Stanowi go ztozone
mikrosrodowisko, ktérego elementami sg struktury aparatu
ochronnego oka, filmu tzowego oraz wtasnie rogowki i spojowki.
Te dwie ostatnie struktury pokrywaja specyficzne i odmienne typy
nabtonka. Jak wazny to fakt dla ostrosci widzenia, przekonujg
choroby, w ktérych wystepuje deficyt komérek nabfonka rogowki
i zastgpienie go nabtonkiem spojowki wzrastajagcym na unaczynio-
nym zrebie, co w konsekwencji prowadzi do obnizenia ostrosci

corneal epithelium, limbal stem cells, organ culture.

wzroku oraz znacznego dyskomfortu u chorego. Juz od lat 70.
zastanawiano sie nad przyczynami tego stanu i poszukiwano zré-
det nabtonka rogéwki. W roku 1971 Davanger i Evensen (1) zasu-
gerowali, ze obszar rabka rogéwki moze by¢ odpowiedzialny za
odnowe nabtonka rogéwki. Ich rozwazania doprowadzity do
ogfoszenia hipotezy X, Y, Z Thofta (2) sugerujacej odnawianie
nabtonka powierzchni rogéwki od jej obwodu ku centrum. Jed-
nakze dopiero praca Ebato, Frienda i Thofta (3) wskazata na istot-
ne roznice we wiasciwosciach komorek nabtonka, zalezne od ich
lokalizacji, co okazato sie kluczem do zrozumienia procesow
zachodzacych na powierzchni oka. Stwierdzili oni, ze hodowle
komorek obwodowej czesci rogdwki formuja in vitro wielowar-
stwowy nabtonek ptaski i wykazuja wysoka aktywno$¢ mitotyczng
w przeciwiefistwie do hodowli komérek pobranych z centrum
rogoéwki dawcy. Praca Schermera (4), oparta na badaniach immu-
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Ocana formowania kalanii nabltonka

Ocena muliphkacj komdrek nablonka

Ryc. 2. Schemat podtoza do hodowli nabtonka rogéwki w zaleznosci ana-
lizowanego parametru hodowli.

Fig. 2. Schema of breeding-ground to culture a corneal epithelium in
dependence on culture parameter.
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Ryc. 1. Pobranie bioptatu ragbkowego w gérnym sektorze rogéwki dawcy.
Fig. 1. The limbal biopsy in superior section of donors' cornea. FLICFLMNIT KOMORDK ORAF OFNACZLENIE
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nocytochemicznych, potwierdzita ostatecznie obecnos¢ komorek
macierzystych nabfonka rogdwki wtasnie w jej rabku. Zrozumienie
tego faktu stafo sie podstawg opracowania metod terapii takich
schorzen, jak oczny bliznowaciejacy pemfigoid, zespdt Stevensa-
Johnsona, czy leczenia oparzen powierzchni oka. Schorzenia te,
charakteryzujace sie deficytem komérek macierzystych nabtonka
rogowki, cechujg przewlekty stan zapalny, inwazja nabfonka spo-
jowki na rogowke i patologiczne unaczynienie rogéwki. Jedyna Ryc. 3. Procedura hodowlana — szczegdtowy opis w tekscie.
terapig w tego typu schorzeniach jest przywrdcenie prawidtowych Fig. 3. Culture procedure — detailed description in text.
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1

m Klinika Oczna 2004, 106(6) ISSN 0023-2157 Index 362646




EpwarD A. WYLEGAtA, DARIUSZ DoBROWOLSKI, BOZENA GABRYEL, ANDRZE) MAtECKI, DOROTA TARNAWSKA, ANTONINA JUREWICZ, JOLANTA LOGIEWA-TOBOREK

DAWCA ZYWY / DAWCA POSMIERTNY /
LIVING DONOR CADAVER DONOR
biatko p63 biatko p63

DAWCA ZYWY /

DAWCA POSMIERTNY /
LIVING DONOR CADAVER DONOR
K3 (AE5) K3 (AE5)

Ryc. 4. Zdjecia preparatéw z hodowli po reakcji immunocytochemicznej i wybarwieniu. Na preparatach badanych w kierunku biatka p63 w centrum widocz-
ne pojedyncze pozytywnie barwigce sie komorki zawierajace to biatko. Na pozostatych wybarwione komérki znakowane przeciwciatem przeciw

cytokeratynie 3 (AE5).
Fig. 4.

Pictures of culture specimens after staining and immunocytochemic reaction. On the specimens tested on the protein p63, in central part visible

single cells with positive staining on this protein. The rest part stained cells, labelled by antibody against keratin 3 (E5).

POTENCJAL MITOTYCZNY FORMOWANIE
SREDNIA W % / L)) MAX MIN KOLONII SREDNIA W % / )] MAX MIN
MITOTIC POTENTIAL COLONIES FORMATION
DAWCA ZYJACY / 10131 104,2 | 1191,8 | 854,2 6,67 0,6 1.4 5,0
LIVING DONOR
DAWCA POSMIERTNY 184,2 14,9 204,1 155,7 0,83 0.3 1,2 0,2
CADAVER DONOR

Test Kruskal — Wallisa p < 0,001

Test t — studenta p < 0,001

Tab. 1.
wynikéw.
Tab. 1.

stosunkéw anatomicznych na powierzchni oka, a wiec dostarcze-
nie tamze komérek macierzystych nabtonka rogéwki. Uczyni¢ to
mozna dwojako: przeszczepiajac rabek rogéwki badz tez poprzez
przeszczep komoérek nabtonka rogéwki wraz z ich komérkami
macierzystymi po namnozeniu ich in vitro. Pierwsze hodowle
komérek nabtonka rogéwki opisuja Sun i Green (5) w 1977 roku,
jednak do zastosowania kultury nabtonka rogéwki do celéw kli-
nicznych trzeba byto czeka¢ 20 lat. W 1997 roku Pellegrini (6)
doniosta o udanych przeszczepach nabtonka rogéwki uzyskanego
w hodowli. Byt to moment, ktdry potwierdzit, ze ta metoda terapii
u cierpigcych na niewydolnos¢ rabka rogéwki moze by¢ alternaty-
wa dla przeszczepu rabka rogowki.

Cel pracy

Celem pracy jest ocena potencjatu mitotycznego komérek rab-
ka rogéwki w zaleznosci od zrédta pochodzenia materiatu tkanko-
wego. Poréwnalismy materiat uzyskany od dawcéw zywych lub
dawcéw wielonarzadowych (tzw. heart-beating donors) oraz
komoérki pochodzace z ptatkéw rogéwkowo-twardéwkowych prze-
chowywanych w 4°C w plynie konserwujgcym. Badanie miato
wskaza¢ potencjalnie najlepsze zrédto komorek rabkowych do
celéw hodowli nabtonka rogéwki oraz odpowiedzie¢ na pytanie,
czy konserwacja i przechowywanie wptywajg na potencjat mito-
tyczny komérek i jakie moze to mie¢ implikacje kliniczne dla prze-
szczepu rabka rogéwki.

Poréwnanie potencjatu mitotycznego i zdolnosci formowania kolonii komérek rabka rogowki w grupie dawcéw zywych i posmiertnych — tabela

Comparison of the mitotic potential and ability to form colonies of corneal limbus in the group of living and cadaver donors.

Materiat i metoda

Materiat do celéw hodowli pozyskiwano z dwdch gtéwnych zré-
det. Dawcami zywymi byty osoby, u ktérych wykonywano autolo-
giczne przeszczepy rabka rogowki (w 2 przypadkach), oraz dawcy
rodzinni rgbka rogowki (w 3 przypadkach). Dawcami byli takze
pacjenci, u ktérych pobranie bioptatu rabka rogéwki wykonywano
podczas innych zabiegdw operacyjnych, takich jak operacja za¢my (1
dawca) czy przeszczep rogéwki (1 dawca). Warunkiem kwalifikacji
do eksperymentu byt brak patologii dotyczacej tego obszaru rogow-
ki, a zatem prawidfowa zdolno$¢ tworzenia wielowarstwowego
nabfonka rogéwki. Pacjenci za kazdym razem wyrazali zgode na
pobranie wycinka rabka rogéwki. Do powyzszej grupy zakwalifiko-
wano takze dawcow wielonarzadowych (5 przypadkéw), tzw. daw-
cOw z bijacym sercem i stwierdzong $miercig pnia mézgu. Ogétem
grupa skfadata sie z 12 dawcéw, 5 mezczyzn i 7 kobiet, ktorych wiek
wahat sie pomiedzy 28. a 63. rokiem Zycia, Srednio wynosit 46,3
roku.

Druga grupe tzw. dawcéw posmiertnych stanowili dawcy,
u ktérych pobranie gatek ocznych wykonywano po $mierci, przez
co w tym przypadku rozumiano zatrzymanie krazenia. Pobran za
kazdym razem dokonywano przed uptywem 16 godzin od momen-
tu zgonu, $rednio po uptywie 12,3 godziny. Z pobranych gatek
ocznych w banku tkanek oczu preparowano pfatki rogéwkowo-
twardéwkowe, ktére umieszczane byty w ptynie konserwujgcym
na 3 dni w temperaturze 4°C (Likorol, Francja). Po tym okresie
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Ryc. 5. Poréwnanie potencjatu mitotycznego komoérek rabka w obu gru-
pach dawcow.

Fig. 5. Comparison of the mitotic potential of limbal cells in both tested
groups of donors.

pobierano 1 mm? bioptatu rgbka rogowki. Grupa ta liczyta takze
12 dawcdw, po 6 kobiet i mezczyzn w wieku od 18 do 51 lat, $red-
nio 34,1 roku.

W kazdym przypadku powierzchnia biopsji ragbka rogowki
wynosita 1 mm?, tkanke pobierano z granicy pomiedzy rogowka
a spojéwka w gérnym obszarze rabka rogéwki. Pobrany wycinek
byt umieszczany w schtodzonym do 4°C medium hodowlanym i nie-
zwtocznie przesytany do laboratorium.

Bioptaty rgbkowe byty poddawane trawieniu w roztworze
0,01% EDTA i 0,05% trypsyny przez 80 minut, po tym czasie tryp-
syne inaktywowano zawierajgcym surowice cielecg medium
hodowlanym. Procedura ta pozwalata uzyska¢ jednorodng zawie-
sine komérek nabtonkowych rgbka rogéwki. Komérki wysiewano
w réwnej ilosci na specjalnie przygotowane ptytki hodowlane.
W celu oceny potencjatu mitotycznego komaérek nabtonka przygo-
towywano 35 mm pfytki (Falcon, UK), ktérej dno pokrywata poje-
dyncza warstwa fibroblastow linii L929 (feeder layer). Komorki te
zostaty wczesniej inaktywowane przez zastosowanie 2-godzinnej
inkubacji w medium zawierajgcym mitomycyne C w stezeniu
4 ug/ml medium (7). Nad dnem ptytki umieszczano 20 mm inserty
szklane pokryte warstwa zelu fibrynowego, znanego gtéwnie pod
nazwa ,klej tkankowy" (Tissucol, Baxter, Austria). Do oceny zdol-
nosci formowania kolonii nabtonka rogéwki stosowano takze
szklane inserty pokryte zelem fibrynowym, jednakze w tym przy-
padku warstwa zinaktywowanych fibroblastéw znajdowata sie
bezposrednio na zelu. W zwigzku z powyzszym nalezy zaznaczy¢,
ze w pierwszym przypadku hodowla odbywata sie w obecnosci
warstwy fibroblastow, natomiast w drugim komorki nabtonka
namnazane byty w bezposrednim kontakcie z warstwg fibrobla-
stow. Hodowle prowadzono przez 14 dni w temperaturze 37°C
w powietrzu atmosferycznym zawierajgcym 5% CO,. Medium
hodowlane stanowita mieszanina DMEM (Dulbecco Modyfied
Eagle's Medium) i medium odzywczego Ham's F12 — nutrient
medium w stosunku 2:1. Medium zawierato suplement surowicy
cielecej (10%), epidermalny czynnik wzrostu — EGF (10 ng /ml),
insuling (5 ug/ml), adenine (0,18 mM), octan hydrokortyzonu (0,4
ug/ml), toksyne cholery (0,1 nM), tréjjodotyronine (2 nM), gluta-
min (4mM) oraz penicyling ze streptomycyng (50 IU/ml) (6).
Medium hodowlane zmieniano co 3 dni przez caty okres trwania
hodowli. Po tym okresie inserty z préby okreslajacej potencjat
mitotyczny poddawano trawieniu mieszaning EDTA i trypsyny,
liczbe uzyskanych komérek w zawiesinie okre$lano za pomoca
cytometru (Coulter Z1, UK). Liczbe wyhodowanych i namnozonych

Ryc. 6. Poréwnanie zdolnosci tworzenia koloni nabtonka w obu badanych
grupach dawcow.

Comparison of ability to form epithelial colony in both tested gro-
ups of donors.

Fig. 6.

komoérek odnoszono do liczby komérek wysianych na poczatku
eksperymentu, co byto miarg potencjatu mitotycznego komérek
rabka rogéwki danego dawcy. Azeby okresli¢ zdolnos¢ tworzenia
kolonii, drugg grupe insertéw poddawano utrwaleniu i barwie-
niu. Kolonie liczono w mikroskopie $wietinym w powiekszeniu
200 x, w 10 przypadkowych polach. Ich liczbe nastepnie usrednia-
no. Za kryterium okreslajgce grupe komérek jako kolonie przyjeto,
ze musi sie ona sktadac z co najmniej 200 jednolitych morfologicz-
nie komérek. Kluczowym testem dla powodzenia catego ekspery-
mentu byta identyfikacja hodowanych komoérek. Testy immunocy-
tochemiczne prowadzono na utrwalonych insertach zawierajgcych
kolonie komorek nabtonka. Nabtonek rogéwki identyfikowano,
stosujgc przeciwciata przeciwko cytokeratynie 3 (K3 — AE 5, ICN,
UK), barwienie wykonywano, stosujgc gotowy zestaw DAKO En
Vision+ System, Peroxydase (DAB) (DAKO, USA). Dodatkowo
zastosowano przeciwciata przeciwko biatku p63 (DAKO, USA),
ktore uwazane jest za potencjalny marker komérek macierzystych
nabfonka rogowki (8). Wybarwienia i wizualizacji dokonywano
takze za pomocg zestawu EnVision+. Celem tej czesci ekspery-
mentu byfo znalezienie aktywnych, nisko zréznicowanych komo-
rek, ktore nie wytwarzajg cytokeratyn, a wiec komérek bliskich
komorce macierzystej rabka rogéwki. Analize statystyczng wyko-
nano, stosujgc test t-Studenta oraz test Kruskala — Wallisa.

Wyniki

W prowadzonej hodowli w poszczegélnych grupach uzyskano
komérki zawierajgce cytokeratyne 3, co zostafo potwierdzone
badaniem immunocytochemicznym. Hodowane komérki nabtonko-
we byty wiec pochodzenia rogéwkowego. W preparatach wykaza-
no tez obecnos¢ komorek, u ktérych oznaczono biatko p63. Nie
mozna jednak jednoznacznie powiedzie¢, ze sg to komdrki macie-
rzyste nabtonka rogéwkowego, lecz jedynie wyrazi¢ przypuszcze-
nie, ze komdrki te, majac niski stopief zréznicowania i wysoki
potencjat mitotyczny (znajdowano je w centrum hodowli), mogg
by¢ komérkami im bliskimi. Jak dotad nie ma markera, ktéry jedno-
znacznie okreslitby lokalizacje takich komérek, tak wiec o ich obec-
nosci w hodowli mozemy wnioskowac¢ tylko na podstawie dowo-
déw posrednich.

Kolejnym waznym wnioskiem wynikajgcym z eksperymentu jest
istotne obnizenie potencjatu mitotycznego komérek rabka rogéwki
w materiale konserwowanym w Likorolu w 4°C. W przypadku daw-
céw posmiertnych liczha namnozonych komérek wzrastata jedynie
0 184,2 = 14,9% w stosunku do dostarczonej liczby komérek, pod-
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czas gdy w grupie dawcéw zywych stopien multiplikacji materiatu
komérkowego wyniést 1013,1 = 104,2%. Liczby te dowodza, ze
konserwacja w opisanych warunkach juz po 3 dniach w istotny spo-
s6b zmniejsza potencjat mitotyczny komérek.

Podobny wniosek wysnuto, badajgc kolonie formowane
w poszczegolnych grupach. W grupie dawcéw posmiertnych
obserwowano nieregularne i nieliczne kolonie, $rednio 0,83 =
0,3 kolonii na obraz mikroskopowy, podczas gdy wsrod komérek
uzyskanych od dawcéw zywych przewazaty kolonie liczne, regu-
larne, zawierajgce komarki barwigce sie pozytywnie w kierunku
biatka p63. Srednia liczba kolonii w obrazach mikroskopowych
wynosita 6,67 + 0,6.

Dyskusja

Rozwazania dotyczace optymalnych Zrédet materiatu do
hodowli nabtonka rogéwki w poczatkowym okresie badan nad
powierzchnig rogéwki skupiaty sie gtéwnie na lokalizacji miejsca
i typu komérki o najwyzszym potencjale mitotycznym. Barrandon
i Green (9) wprowadzili w tym celu pojecia holoklondw, meroklo-
néw i paraklonéw, ktére w obecnie stosowanej terminologii okre-
$la sie odpowiednio mianem komérek macierzystych (stem cells),
komérek przejsciowo wzmocnionych (transient amplifying cells)
i komoérek postmitotycznych. Kolejne prace wielu autoréw potwier-
dzity ostatecznie, ze za nabfonkowanie powierzchni oka odpowia-
dajg komérki macierzyste — holoklony, zlokalizowane w gfebokich
warstwach nabtonka ragbkowego. Kompleksowa ocene powierzch-
ni oka z analiza klonalna i ocena potencjatu mitotycznego poszcze-
golnych typéw komoérek przeprowadzita Pellegrini (6).

Autorzy ci nie analizowali metod konserwacji tkanki przed eks-
perymentami, opierajac sie w gtéwnej mierze na materiale pobie-
ranym od dawcéw zywych. W literaturze brak wiec $cistego okre-
$lenia, jak konserwowany i jak diugo przechowywany materiat
stosowano do celéw hodowli. Pellegrini (6) pobierafa materiat
podczas rutynowych zbiegéw okulistycznych, w jednym przypadku
postuzyta sie materiafem od dawcy zmartego (9 godzin po zgonie).
Tsai (10) oraz Schwab (11) hodowle oparli na materiale uzyskanym
z drugiego oka biorcy lub od zywych dawcéw spokrewnionych
badz nie. Z kolei Koizumi (12) do hodowli otrzymywata materiat
z banku oczu, nie podaje jednak, jaka byfa metoda i czas przecho-
wywania, pisze jedynie, ze materiat stanowity rogéwki zdyskwali-
fikowane. Tseng (13) podaje, ze do przeszczepow rabkowych sto-
sowat pierscienie ragbkowe niezaleznie od metody i czasu przecho-
wywania, trzeba jednak podkresli¢, ze przeszczep taki nie wymaga
izolacji komorek.

Wyniki uzyskane w przeprowadzonym eksperymencie sugeruja,
Ze tzw. zimne przechowywanie tkanek obniza potencjat mitotyczny
komérek macierzystych. Przypuszczamy, ze moze miec to zwigzek
z zachwianiem mikro$rodowiska tych komérek. Ich fizjologiczna
lokalizacja w warstwie podstawnej nabtonka rgbkowego w poblizu
naczyn palisad Vogta nie jest mozliwa do odtworzenia w sztucz-
nych warunkach, a zwtaszcza we wspomnianym ,zimnym” przecho-
wywaniu. Pewnych dodatkowych informacji dostarczyta praca pre-
zentowana podczas Zjazdu Europejskiego Towarzystwa Bankow
Ocznych w 2004 przez Shanmuganathana (14). Autor doniesienia
badat potencjat mitotyczny ptatkéw rabkowych przechowywanych
w kulturze tkankowej w 32°C i stwierdzit, ze spadek potencjatu
w tych warunkach nie jest statystycznie znamienny. Mozna stad
wysung¢ wniosek, ze kultura tkankowa moze podtrzymac wtasci-

wosci komérek macierzystych ragbka rogéwki i uczynic¢ taki materiat
cennym dla przeszczepéw rabka i hodowli komérek nabfonka.
Dowodzi to takze wiekszej przydatnosci tkanek niepoddanych zad-
nym metodom konserwacji — do celu przeszczepu rabka rogéwki
oraz jako materiatu do hodowli nabtonka rogéwki.

Whniosek

Przechowywanie ptatkéw rogéwkowo-twardéwkowych w 4°C
w Likorolu istotnie obniza potencjat mitotyczny komérek nabtonka
rogowki i ich zdoInos¢ do tworzenia kolonii.
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