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Ewolucja czy rewolucja w terapii nabytej niewydolnosci
rabka rogowki: Holoclar® — nowy lek zawierajacy
komorki macierzyste nabtonka rogoweki

Evolution or revolution in therapy of acquired corneal limbal stem insufficiency: Holoclar®—
a new medicine containing corneal epithelium stem cells

NAJWAZNIEJSZE
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STRESZCZENIE

Leczenie niewydolnosci rabka rogéwki wkroczylo w nowy etap. W terapii za-
stosowano komdrki pochodzace z hodowli. Tkanka uzyskana w laboratorium
zawiera komdrki macierzyste nabtonka rogéwki pozyskane ze strefy rabkowe;j.
Dzigki temu zastapienie hodowanym nablonkiem patologicznych tkanek za-
pewnia jego stala odnowe, tak jak dzieje sie to w warunkach fizjologicznych. Do
inicjacji hodowli wystarczy zaledwie 2 mm? rabka rogéwki; pobrane komoérki
wytwarzaja prawidfowy wielowarstwowy nablonek, ktéry zawiera tez pule ko-
morek macierzystych. Odlegte obserwacje potwierdzaja, ze z zastosowaniem
tej metody mozna trwale odtwarza¢ powierzchnie nablonkowg rogéwki.

Stowa kluczowe: nabtonek rogéwki, komoérki macierzyste, hodowla komérkowa
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ABSTRACT

Treatment of corneal limbal insufficiency has entered a new stage. The cells from the culture were used in the therapy. The
tissue produced in the laboratory contains stem cells of the corneal epithelium obtained from the limbal zone. With this
technology, replacing the pathological tissue with the cultured epithelium gives its constant renewal, as it happens under
physiological conditions. Only 2 mm? of the corneal limbus is needed to initiate the culture, the harvested cells produce
a normal multilamellar, stratified epithelium, that also contains a population of stem cells. Long-term observations confirm
that this method can permanently maintain the epithelial surface of the cornea.

Key words: corneal epithelium, stem cells, cell culture

WPROWADZENIE

Historia leczenia niewydolnosci komoérek macierzystych
nabtonka rogéwki liczy juz ponad 40 lat. W tym czasie opra-
cowano szereg metod postepowania, ktére jednak pomimo
nowatorskiego podejécia do leczenia mialy wiele wad. Naj-
powazniejszymi byly: rozlegly zakres chirurgii, stosowanie
tkanek od niespokrewnionych dawcéw oraz koniecznosé
systemowego podawania lekéw immunosupresyjnych [1].
Ewolucja metod terapeutycznych skierowala si¢ w strone
minimalizacji zakresu chirurgii i pracy z niewielka, nie-
zbedna ilo$cia materialu tkankowego, najlepiej w uktadzie
autologicznym. Idea takiego podejicia rozwinela sie wraz
z rozwojem technik hodowania wybranych linii komérko-
wych. Pierwsze proby zastosowania tej technologii doty-
czyly hodowli ludzkiego naskérka. Powody byly oczywiste:
naskorek cechowal sie fatwa dostepnoscia, a ponadto ist-
nialo duze zapotrzebowanie na material tkankowy, zwa-
zywszy na powierzchnie ciala czlowieka [2].

KOMORKI JAKO LEK

Jednym z czynnikéw ulatwiajacych hodowle tego typu ko-
morek byta ich polaryzacja przestrzenna. Nablonki pokry-
wowe wykazuja stala orientacje w przestrzeni i charakter
wzrostu zmierzajacy do pokrycia dostepnej im powierzch-
ni. Ukierunkowanie rozwoju tkanki utatwialo zatem dys-
trybucje komérek na plaskich powierzchniach plytek ho-
dowlanych oraz jednolity wzrost komérek do tworzenia
regularnej wielowarstwowej struktury tkankowej, jaka bu-
dowana jest w warunkach fizjologicznych.

Opracowanie mediéw hodowlanych zawierajacych czyn-
niki wzrostowe zostalo wsparte odkryciem, ze hodowle
komérkowe prowadzone w sasiedztwie szybko namna-
zajacych sie komdrek sa stymulowane przez wydzielane
czynniki wzrostowe. Te komdrki to fibroblasty, maja-
ce nieograniczony potencjal wzrostowy i wydzielajace
przy tym epidermalny czynnik wzrostu (EGEF, epidermal
growth factor). Inne komorki, ktére znajda sie¢ w ich sa-
siedztwie, korzystaja z tej stymulacji. Opracowano tech-
nike inaktywacji cytostatykiem (mitomycyna C) komérek
fibroblastéw, tak aby powstrzyma¢ ich niekontrolowane

rozmnazanie sie, ale utrzymac wydzielanie pozadanej cy-
tokiny [3].

Tak narodzila si¢ technika hodowli ludzkiego naskérka,
a z niej ewoluowala metoda hodowli nabtonka rogéwki

(ryc. 1).

Profesor Paulo Rama — pionier przeszczepdw hodowanego nabtonka
rogowki z profesorem Edwardem Wylegata w Szpitalu San Raffaele
w Mediolanie, gdzie dokonano pierwszeqo takiego przeszczepienia.

Obie metody odpowiadaly na zblizone potrzeby, cho¢
dawaly rézne produkty: wielowarstwowy nabtonek rogo-
waciejacy pokrywajacy skore wilasciwg i wielowarstwowy
nablonek nierogowaciejacy pokrywajacy rogéwke. Poczat-
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kowo indukcja hodowli nastepowala na skutek potoze-
nia na podiozu hodowlanym fragmentéw tkanki [4]. Taka
metoda nie powodowala jednak réwnomiernego wzrostu,
poniewaz nie mozna bylo doprowadzi¢ do réwnomierne-
go rozmieszczenia komérek ani przewidzie¢ ich potencjatu
wzrostowego. Ostatecznie indukcje hodowli uzyskano po
rozproszeniu komoérek do formy zawiesiny, co pozwalato
na réwnomierny rozklad komérek na powierzchni hodow-
lanej. Zwigkszylo to tez prawdopodobienstwo réwnomier-
nego rozkladu komérek macierzystych, kluczowych dla
catego procesu. Ich identyfikacja w tkance dawcy nie byla
mozliwa, ale juz w hodowli mozna bylo okresli¢ zar6wno
odsetek komorek wykazujacych wysoki potencjal prolifera-
cyjny, jak i to, czy formuja one docelowa tkanke o réwno-
miernym przestrzennym rozkladzie komérek [5].
Wymienione czynniki sprawily, ze opracowana technologia
hodowli mogta podlega¢ procesowi standaryzacji, co z ko-
lei dawato mozliwo$¢ rejestracji nowej procedury terapeu-
tycznej. Zgodnie z wymogami dyrektyw UE taki produkt,
ktéry uzyskuje sie w sposéb powtarzalny i ktéry ma stale
parametry, moze by¢ traktowany jako lek [6].

W ten sposéb eksperymentalna metoda leczenia uzyskata
oficjalna metode produkcji tkankowego materialu tera-
peutycznego. Warunkiem rozpoczecia procedury hodowli
jest pozyskanie bazowego materiatu tkankowego z obszaru
rogowki. Wezesniejsze do$wiadczenia wskazywaly jedno-
znacznie, ze optymalne zrédlo komoérek macierzystych dla
nabtonka rogéwkowego stanowi rabek rogéwki w lokali-
zacji gornej. Lokalizacje te szczegétowo okreslili Pellegri-
ni i wsp., ktérzy wykazali potencjal proliferacyjny biopta-
téw nablonka z poszczegélnych lokalizacji na rogéwce [7].
W pracy wskazano takze technike ich pozyskania z okolic
palisad Vogta. Precyzyjne odciecie spojéwki oraz naciecie
nabtonka przed szczytem palisad Vogta gwarantowalo po-
zyskanie nablonka rabkowego zawierajacego wlasciwe ko-
morki macierzyste zdolne do odnowy nabtonka rogéwki.
Warunkiem niezbednym do zainicjowania pobrania bylo
takze wykluczenie zmian patologicznych w tym obszarze,
ktére moglyby wplynac¢ na potencjal wzrostowy pobiera-
nych komérek [8].

Opisany etap to pozyskanie materialu bazowego. Dalsze
dziatania mozliwe sa juz w warunkach wyspecjalizowanego
laboratorium. Tam odbyta sie ocena bioptatu rabka, ktére-
go minimalne wymiary to tylko 2 x 1 mm. Droga enzyma-
tyczna uzyskuje sie nastepnie zawiesing komdrek nabfon-
kowych. Dopiero okreslenie gestosci komérek w zawiesinie
pozwala stwierdzi¢, czy material do indukcji hodowli jest
wystarczajacy, czy tez wymaga kolejnego pobrania.

Dalsze etapy hodowli to: pasazowanie materialu komérko-
wego, okreslenie jego potencjalu proliferacyjnego, zdolno-
$ci do uzyskiwania wielowarstwowej struktury nablonkowej
i wreszcie oszacowanie zawarto$ci komdrek macierzystych
w budowanej w laboratorium tkance. Jezeli hodowany ma-
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terial odtwarza prawidlowy przestrzennie nablonek, po-
krywa réwnomiernie podloze hodowlane, zawiera komorki
macierzyste i utrzymuje stale tempo odnowy — moze by¢
dopuszczony do przekazania biorcy. Ostatnim etapem jest
umieszczenie hodowanych komdrek na no$niku transpor-
towym, ktdry zostanie przeszczepiony biorcy. To ostatni
etap produkcji, w ktérym precyzyjnie planuje sie date do-
starczenia statecznego produktu i przeszczepu hodowane-
go nabtonka (ryc. 2) [9].

Krazki zelu fibrynowego — nosnika do hodowli nabtonka rogowki.

Hodowany nablonek, nazwany Holoclar®, moze by¢ prze-
szczepiony pod warunkiem spelnienia kilku warunkéw.
Kwalifikacja obejmuje stopieni uszkodzenia nabfonka ro-
géwki, zakres patologicznego unaczynienia i jego roz-
mieszczenie. Niewydolno$¢ rabka rogéwki charaktery-
zuje brak nieunaczynionego, przezroczystego nablonka
na powierzchni rogéwki z nawracajacymi erozjami oraz
zastapienie go unaczynionym nablonkiem spojéwkowym.
Obecno$¢ spojowkowego tozyska naczyniowego to charak-
terystyczna cecha choroby, powodujaca takze przewlekte
i postepujace bliznowacenie z wyksztalceniem pélprzezro-
czystej blony wldknisto-naczyniowej na powierzchni ro-
géwki. Gdy ta nieprawidlowa tkanka siegnie osi widzenia,
jego jako$¢ gwaltownie spada. Dodatkowym czynnikiem
zaburzajacym widzenie jest przewlekly proces zapalny to-
warzyszacy przebudowie tkanek powierzchni oka. Swia-
tlowstret, przewlekle zawienie, pieczenie lub bél nieprze-
rwanie towarzyszg chorobie, powodujac staly dyskomfort.
Te objawy sa najtrudniejsze do zaakceptowania przez pa-
¢jenta i skfaniaja do szukania specjalistycznej pomocy le-
karskiej.

TERAPIA

Uszkodzenia rgbka rogéwki z reguly sa procesem gwaltow-
nym zwigzanym z urazami lub zabiegami okulistycznymi.
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Proces gojenia jest tu wyjatkowo rozciagniety w czasie. Nie-
mate zaskoczenie dla chorych stanowi jego stala progresja,
czesto nastepujaca pomimo intensywnego leczenia. To
konsekwencja uruchomionych proceséw zapalnych, ktore
w przypadku rogéwki trwaja wiele miesiecy. Jednym z wa-
runkéw powodzenia terapii opartej na przeszczepie hodo-
wanych komorek jest ustapienie procesu zapalnego. Przy-
jeto, ze okres pozwalajacy na minimalizacje tych proceséw
to 24 miesiace od urazu. Jest on wyjatkowo dlugi, zwlaszcza
dla aktywnych zawodowo pacjentéw, jednak przyjecie ta-
kiej granicy pozwala na uzyskanie wiekszego odsetka po-
wodzen niz leczenie w stanie ostrym lub podczas toczace-
go sie zapalenia i pourazowej przebudowy uszkodzonych
tkanek.

Konsekwencje urazu dotykaja nie tylko nablonka rogéwki,
ale tez nabltonka spojowki, jej podscieliska w zatamkach,
dodatkowych gruczotéw Izowych i ich ujs¢ w spojowce,
brzegu powiekowego, sktadu i objetosci filmu tzowego. Te
sasiednie struktury poddawane sa wnikliwej analizie pod-
czas badania, poniewaz ich stan wplywa na powierzchnie
rogowki i ma znaczenie rokownicze przed rozpoczeciem
hodowli komoérek rabka.

Kwalifikacja pacjenta obejmuje ocene zakresu inwazji spo-
jowki (co najmniej w 2 kwadrantach obwodu rabka rogéw-
ki), strefe optyczna (unaczynienie spojéwkowe obejmuja-
ce centralnych 6 mm), stabilizacje zmian oraz obnizenie
ostroéci wzroku do dali ponizej 20/200. Spelnienie tych
kryteriéw pozwala na planowanie biopsji rabkowej z oka
towarzyszacego. Oczywiscie niezbedne jest stwierdzenie
prawidlowej strefy rabkowej, ktéra bedzie stanowi¢ Zrédlo
donagji (ryc. 3).

Oko kwalifikowane do przeszczepu hodowanego nabtonka rogéwki
zawierajacego komdrki macierzyste.

Pacjent nie wymaga zadnego szczegdlnego przygotowania
do pobrania, realizowanego w znieczuleniu kroplowym

(alternatywnie okologatkowym), z zastrzezeniem wyklu-
czenia $rodkéw konserwujacych w kroplach. Biopsja po-
lega na nacieciu rogéwki przed palisadami Vogta i plytkiej
keratektomii ku twardéwce. Wazne jest staranne odciecie
spojowki, tak aby na bioptacie pozostawaly jedynie dystalne
odcinki palisad Vogta.

Tak wypreparowana tkanka zaczyna swa podréz w plynie
konserwujacym do o$rodka w Modenie, gdzie po ocenie
jest poddawana preparatyce. Pobierajacy otrzymuje po do-
bie potwierdzenie prawidlowosci pobrania bioptatu. Od
tego czasu rozpoczyna sie oczekiwanie na ostateczny ma-
terial do przeszczepienia.

Przygotowanie pacjenta do zabiegu nie wymaga dodat-
kowych czynno$ci, znieczulenie odbywa sie przy zastoso-
waniu §rodkéw pozbawionych konserwantéw. Zasadnicza
czes$¢ zabiegu stanowi usuniecie wszelkich unaczynionych
tkanek z powierzchni rogéwki, odstaniana jest twardéwka
do 2 mm od rabka rogéwki. Uwolnienie spojéwki jest ko-
nieczne, aby ograniczy¢ wtérne wrastanie naczyn. Odsto-
nieta tkanke rogéwki i twardéwki pokrywa sie zelem fibry-
nowym, na ktérego powierzchni znajduje si¢ wyhodowany
nablonek. Luzna spojéwka po peritomii stuzy do przyci-
$niecia przeszczepu nabtonkowego na jego obwodzie. Dwa
szwy spojéwkowe sa wystarczajace do utrzymania przesz-
czepu na powierzchni. Z uwagi na brak innego sposobu
fiksacji zelu fibrynowego oko biorcy pozostaje zamkniete
przez 4 dni. To czas niezbedny do resorpcji zelu fibrynowe-
g0, co jest wspomagane przez enzymy obecne w filmie {zo-
wym. Czwartego dnia opatrunek moze by¢ zdjety, jednakze
w dalszym ciagu nie stosuje si¢ zadnych lekéw miejscowo,
aby unikng¢ toksycznego dziatania na wyhodowany nablo-
nek. Leczenie bakteriostatykiem prowadzone jest ogdlnie.
Podobnie jak w przypadku steroidoterapii poczatkowo nie
podaje sie kropli.

Minimalna ingerencja chirurgiczna i farmakologiczna to
istota przeszczepu hodowanego nablonka. Niewatpliwie
zaréwno minimalizacja traumy zwiazanej z zabiegiem, jak
i ograniczenie potencjalnego toksycznego wptywu lekéw
sprzyjaja utrzymaniu potencjalu proliferacyjnego na-
blonka.

Szacuje sie, ze liczba komérek macierzystych w preparacie
przeszczepianym moze sie wahac od 3% do 15%. Kluczowa
jest obecno$¢ komdrek o wysokim potencjale mitotycznym
charakteryzowanym ekspresja bialek okreslanych ogdlnie
jako biatko p63. Drugi wazny parametr to mozliwo$¢ budo-
wy ciaglego nabtonka, zdolnego do réwnomiernego pokry-
wania powierzchni [10].

Przeszczep autologiczny oparty na hodowanym nabtonku
okreslamy jako skuteczny, gdy obwodowe unaczynienie nie
przekracza 3 mm od granic twardéwki, nabtonek tworzy
jednolita réwna warstwe, bez inwazji naczyn do strefy cen-
tralnej. Do$wiadczenia wskazuja, ze skutecznos¢ metody
pozostaje wysoka, z odsetkiem powodzen przekraczajacym
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80%. Oczywiscie odtworzenie powierzchni nabtonkowej
rogéwki nie wyklucza dalszych dzialan chirurgicznych.
W przypadku zmian w zrebie rogéwki czy rozwoju za¢my
dalsze leczenie, w tym keratoplastyka, jest mozliwe w dru-
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WNIOSKI

Opisana terapia to trzecia oficjalna metoda leczenia opar-
ta na izolacji komérek macierzystych dla tkanki docelowe;j.
Metoda zapoczatkowana w hematologii, nastepnie w lecze-

niu oparzen skory, znalazta teraz zastosowanie w leczeniu
obrazen rogéwki. Rejestracja przez EMA otwiera droge do
refundacji przez narodowych ubezpieczycieli, pozostaje
4 jeszcze niebagatelny wplyw na rozwdj tego typu technik
leczenia. Laboratoria prowadzace hodowle tkankowe sta-
ja sie zatem rzeczywistymi elementami systemu ochrony
zdrowia. Pamietamy jednak, ze od koncepcyjnej publikacji
w ,Lancecie” w 1999 r. do wdrozenia klinicznego tej meto-
dy mineto blisko 15 lat. Miejmy nadzieje, ze opierajac sie na
bazie badawczej, podobne technologie znajda zastosowa-
nie w kolejnych latach.

gim roku od przeszczepu z hodowli (ryc. 4) [11].

0Oko po przeszczepie hodowanego nabtonka zawierajacego komorki

macierzyste pochodzenia rabkowego z odtworzonym prawidtowym
nabtonkiem rogowki.
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